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Untersuchungen iiber Oxydasen in getéteten Essigbakterien. IL. 


Von 


D. Miller, 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1931.) 


I. Einleitung. 


Es ist bald 30 Jahre her, seitdem Buchner mit Meisenheimer und 
Gaunt zusammen!” nachwies, daB getétete Essigbakterien Athylalkohol 
zu Essigsiure und Propylalkohol zu Propionsdure zu oxydieren ver- 
mégen. Trotz der langen Zeit, die seitdem vergangen ist, hat man 
die Versuche nicht nachgepriift und gar nicht weiter ausgebaut. Zwar 
haben Rothenbach und Eberlein® und Bertho* je einen einzigen Versuch 
mit Reinkulturen von Bacterium Pasteurianum bzw. B. orleanense 
ausgefithrt, aber dariiber hinaus ist nur mit lebenden Essigbakterien 
gearbeitet worden. | 

Die Ursache der geringen Intensitét, mit der das Gebiet der 
Alkoholoxydasen bearbeitet worden ist, mag vielleicht die sein, daB 
es noch nicht gelungen ist, die Alkoholoxydasen aus den getéteten 
Essigbakterien zu extrahieren (Buchner, Bertho). Ja, Oppenheimer® 
hat sogar in der letzten Ausgabe von ,, Die Fermente“ nicht die getéteten 
Essigbakterien unter die Enzyme aufnehmen wollen, indem er schreibt 
(S. 1553): ,,Das Ferment (Alkoholdehydrase) der ersteren (die Bakterien) 
ist noch nicht von den an sich wirksamen toten Zellen trennbar gewesen, 
hier zu beschreiben ist also nur die Alkoholdehydrase der tierischen 
Zellen, die von Batelli und Stern isoliert worden ist*‘. 


1 E. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. d. chem. Ges. 36, 634, 1903. 

2 E. Buchner u. R. Gaunt, Liebigs Ann. 349, 140, 1906. 

3 F. Rothenbach u. L. Eberlein, Die Deutsche Essigindustrie, Wochen- 
schrift 9, 233, 1905. 

4 A. Bertho, Liebigs Ann. 474, 1, 1929. 

5 Eine wichtige Abhandlung von E. Simon, diese Zeitschr. 224, 253, 1930, 
enthalt unter anderem mehrere Versuche iiber das Verhalten der Aceton- 
praparate von Essigbakterien gegeniiber Athylalkohol und Acetaldehyd. 

6 C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 2, 1553, 1926. 
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Es scheint mir indessen weniger von Bedeutung zu sein, ob das 
Enzym an eine tote Bakterienzelle gebunden ist oder an einen Komplex 
von Proteinstoffen, Glykosiden und dergleichen, wie es meistens — wenn 
nicht immer — in den Enzympraparaten der Fall ist. Solange man die 
Enzyme nicht in der chemischen Bedeutung des Wortes isoliert hat, 
ist fiir die Enzymchemie folgende Alternative allein wesentlich: 
Haben wir mit Katalysen durch Stoffe in einem toten Substrat oder 
haben wir es mit Stoffwechselvorgingen in lebenden Zellen zu tun ? 
In der lebenden Zelle, selbst in den ,,resting bacteries“* von Quastel, 
wird das Resultat durch vielfaltige Reaktionen, die wir nicht beherrschen, 
kompliziert. Erst in den getéteten Bakterien kénnen wir mit Sicherheit 
die Wirkung der Enzyme studieren, gleichgiiltig ob die Enzyme an 
gréBere oder kleinere Bakterienfragmente, ja an ganze, aber getétete 
Bakterien gebunden sind. 

Rothenbach und Eberleins sowie Berthos oben genannte Versuche 
méchte ich nicht naher besprechen, sondern nur die Punkte nennen, 
in denen meine Versuche von Buchner und Gaunts Versuchen vom 
Jahre 1906 abweichen. 

1. Buchner und Gaunt haben die abzentrifugierten Bakterien auf 
Tonplatten getrocknet vor der Behandlung mit Aceton; ich habe die 
Bakterienaufschwemmung in Aceton unter Umriihren eingetrépfelt. 
Dadurch werden die Bakterien mit gréBerer Sicherheit getétet. 

2. Buchner und Gaunt haben den Gehalt an lebenden Bakterien 
in den Acetonpraparaten durch Aussaaat auf fliissiges Substrat kon- 
trolliert. Ich habe den Gehalt an lebenden Bakterien in Platten- 
kulturen durch Zahlen kontrolliert. 

3. Bucher und Gaunt haben nur die Essigsiurebildung quantitativ 
bestimmt und nicht mit der Sauerstoffabsorption verglichen. Ebenso 
haben sie Kontrollversuche nur mit erhitzten Bakterien, statt mit 
Acetonbakterien in Wasser, ausgefiihrt. 

4. Buchner und Gaunts Versuche dauerten sehr lange (72 Stunden), 
zwar haben sie 4°, Toluol hinzugefiigt, aber es ist meines Erachtens 
besser und richtiger, kurze Versuchsperioden ohne Toluolzusatz anzu- 
wenden. So ist die Sauerstoffabsorption in den folgenden Versuchen 
jede halbe Stunde nach dem Ausriihren des Bakterienpriiparats mit 
Wasser oder z. B. Alkohollésung bestimmt worden. Ist das Bakterien- 
priparat wirklich tot, kann der Umsatz selbst ohne Toluol in einer 
so kurzen Zeit nicht durch Infektion mit lebenden Bakterien verursacht 
werden. 

5. Buchner und Gaunt haben nicht mit Reinkulturen gearbeitet 
und auch nicht Praparat fiir Praiparat die Wirksamkeit der lebenden 
mit der der getéteten Essigbakterien verglichen. 
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6. SchlieBlich ist es meines Erachtens am besten, die Bakterien- 
aufschwemmung wahrend des Versuchs auf Filtrierpapier aufzusaugen 
um den Sauerstoffzutritt zu erleichtern. 

Da nun erstens Buchners Versuche in vielen Richtungen einer 
Revision bediirftig waren und da zweitens die Frage, welche anderen 
Stoffe auBer Athylalkohol die getéteten Essigbakterien oxydieren 
kénnen, gar nicht aufgeworfen ist (von Bychners zwei Versuchen mit 
n-Propylalkohol abgesehen), habe ich eine Untersuchung iiber getétete 
Essigbakterien angefangen. Die folgenden Seiten geben darum erstens 
die Technik der Kultur und der Acetonbehandlung der Essigbakterien 
und zweitens den ersten kleinen Teil einer angefangenen Serie 
von Untersuchungen iiber 1. die Stoffe, welche die getéteten Essig- 
bakterien zu oxydieren vermégen, 2. die Produkte, die dabei entstehen, 
3. die Intensitat der Prozesse und 4. welche Oxydasen (bzw. Dehydrasen) 
dabei beteiligt sind. 

2. Methodisches. 
a) Kulturmethoden. 


Alle Versuche sind mit Bacterium (Acetobacter) Pasteurianum aus- 
gefithrt worden; die Stammkultur geht auf die von Emil Chr. Hansen 
zuriick!. Die Stammkulturen wurden stets in kleinen rechteckigen Flaschen 
(sogenannte Soyka-Flaschen) mit Doppelbier + 1°, Alkohol vermehrt, und 
davon wurden Tuberkulinkolben mit demselben Substrat geimpft. Die 
Kulturen wurden bei infraoptimaler Temperatur, 27 bis 28°, gehalten. 
(Optimum der Wachstumsgeschwindigkeit etwa 34°.) 

Als Substrat fiir die GroBkulturen wurde ungehopfte Bierwiirze fiir 
Lagerbier verwendet. Ich spreche der Carlsberg Brauerei in Kopenhagen 
hierfiir meinen besten Dank aus. 

In der Bierwiirze wurde die Reduktion nach Bertrand bestimmt und 
die gefundene Cu-Menge als ,,Maltose‘* berechnet. Die Wiirze wurde dann 
mit Leitungswasser auf 8°, ,.Maltose‘‘ verdiinnt, pro 10 Liter wurde das 
WeiBe von vier Eiern und 50 g CaCO, hinzugefiigt und das ganze 10 Mi- 
nuten bei 115° autoklavisiert. Die koagulierten Proteinstoffe und der 
Uberschu8B an CaCO, wurden durch Filtration beseitigt, der klaren Wiirze 
wurden 4°, Alkohol und 1°, Essigséure hinzugefiigt*?; die so behandelte 
Wiirze wurde auf Medizinflaschen (Gr6Be 1 Liter) verteilt und abermals 
autoklavisiert. Fiir jede Kultur wurden 8 Liter Substrat verwendet. Nach 
Abkiihlen wurden zwei Medizinflaschen mit dem Inhalt eines Tuberkulin- 
kolbens geimpft. Die Gefahr fiir Fremdinfektion ist dabei sehr gering. 
Nach dem Schiitteln wurde der Inhalt der geimpften Medizinflaschen auf 
groBe Petri-Schalen (Durchmesser 18 cm, Tiefe 2cm) verteilt. Ungefahr 
70 Petri-Schalen, vorher im Trockenschrank bei 160° in 3 Stunden sterilisiert, 
wurden fiir jede Kultur verwendet. Nach der Aussaat wurden die Schalen 
5 Tage bei 27 bis 28° in den Thermostaten gestellt. Dann wurde geerntet. 
Etwas von dem Substrat unter der Bakterienhaut wurde abpipettiert 


1 BE. Chr. Hansen, C. r. du Lab. de Carlsberg 3, 182, 1894. 
? Nach spéteren Erfahrungen bekommt man viel bessere Ausbeuten, 
wenn ohne Alkohol und Essigséure kultiviert wird. 


17* 
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und der Rest (etwa 4 Liter) zentrifugiert. Die abzentrifugierten Bakterien 
wurden abermals in Leitungswasser aufgeschwemmt und zentrifugiert, 
im ganzen dreimal, um die Bakterien ganz vom Substrat zu befreien. 


b) Die Acetonbehandlung. 


Nach dem Zentrifugieren wurden die Bakterien in 100 ccm Leitungs- 
wasser aufgeschwemmt. Von der Aufschwemmung wurde | ccm zur Trocken- 
substanzbestimmung (Trocknen tiber H,SO, im Vakuum) verwendet 
und 1 cem zur Bestimmung der Anzahl der lebenden Bakterien (s. unten). 
Um endlich das Oxydationsvermégen der lebenden Bakterien zu bestimmen, 
wurde in zwei oder mehr Kubikzentimetern die Sauerstoffabsorption 
teils in Wasser, teils nach Zusatz verschiedener organischer Verbindungen 
bestimmt. 

Der Rest der Bakterienaufschwemmung wird in eine Pipette gesaugt 
und langsam in reines Aceton (Mercks pro analysis) unter Umriihren ein- 
getrépfelt. 45ccm Aufschwemmung werden mit 500 ccm Aceton gefallt, auf 
Biichner-Trichter filtriert, zweimal mit Ather gewaschen und iiber H,SO, 
im Vakuum in 24 Stunden getrocknet. 8 Liter Wiirze geben 1,5 bis 3g 
Bakterientrockensubstanz. Die Praéparate sind gelblich und leicht zu 
pulverisieren. Die Ausbeute war nicht so groBb, wie anderswo angegeben 
(Buchner, Wieland und Bertho'). 


c) Bakterienzahlung. 


Um die Menge von lebenden Bakterien teils in der Aufschwemmung 
und teils in den Acetonpréparaten zu bestimmen, wurden stets Zahlen- 
analysen vorgenommen. Mit den Acetonpraéparaten wurde in folgender 
Weise vorgegangen: 0,1 g Bakterienpréparat wurde sehr stark in einer 
Soyka-Flasche mit 10 ccm sterilem Wasser geschiittelt. Danach wurde 
mit steriler Pipette 1 ccm (0,01 g Bakterienpraparat) in eine Soyka-Flasche 
mit 10 cem steriler Doppelbiergelatine (Doppelbier + 1°, Alkohol + 16°, 
Gelatine) iibergefiihrt und 1 cem in eine andere Soyka-Flasche mit 10 ccm 
sterilem Wasser usw. (zwei bis drei Verdiinnungen). Die Soyka-Flaschen 
mit Doppelbier-Gelatine wurden 4 bis 5 Wochen bei Zimmertemperatur 
belassen, dann wurden die Bakterienkolonien gezahlt und auf 1 g Bakterien- 
trockenpraéparat berechnet. 

Fiir die Zahlung der lebenden Bakterien wurde Il ccm Bakterien- 
aufschwemmung in 9ccm sterilem Wasser geschiittelt, davon 1 ccm in 
9 cem sterilem Wasser geschiittelt usw. Es mu8 so stark verdiinnt werden, 
daB nur zwischen 10-7 und 10-'° cem Bakterienaufschwemmung auf 10 ccm 
Doppelbier-Gelatine kommt. 


d) Sauerstoffabsorption, 


Die Bestimmung der Sauerstoffabsorption wurde in Kroghs Mikro- 
respirationsapparat® vorgenommen. Rezipient und Kompensations- 
behalter waren 13 bis 14cm lang und etwa 50 ccm groB. Beide wurden 
mit 5cem n NaOH beschickt. Fiir Versuche mit getéteten Bakterien 
wurden 0,2 g Praéparat in einem Uhrglaschen mit 0,2 g CaCO, und entweder 


1 H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. 
2 A. Krogh, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 8, 51, 
1915. 
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2ccem Wasser oder z. B. 2cem 3° ,igem Isopropylalkohol verriihrt. Der 
Bakterienbrei wurde dann so homogen wie mdglich auf 90 qem Filtrier- 
papier verteilt, das Filtrierpapier wurde lose zusammengerollt und in 
einem durchlécherten Korkstopfen oben in dem Rezipienten des Mikro- 
respirationsapparats befestigt. Der Apparat wurde dann in einem thermo- 
regulierten, gut geriihrten Wasserbad von 25° angebracht. Nach 30 Minuten 
wurde das Manometer abgelesen, der Apparat geschlossen und dann etwa 
jede % Stunde abgelesen. 


Bestimmungen mit lebenden Bakterien sind mit 1 cem Bakterien- 
aufschwemmung + 0,2 g CaCO, + entweder 1ccm Wasser oder 1 ccm 
6°,igen Isopropylalkohol bzw. anderen Stoffen ausgefiihrt worden. 


e) Acetonanalysen, 


Um kleine Mengen von Aceton quantitativ und qualitativ in Destillaten 
mit Isopropylalkohol zu bestimmen, wurden folgende zwei qualitative 
Proben erwaéhlt: Die p-Nitrophenylhydrazinprobe nach Ekenstein und 

2 


Blanksma* und Frommers Probe*, und fiir die quantitativen Analysen 
Scott-Wilsons sehr empfehlenswerte Methode®. 


Die Acetonanalysen wurden in Parallelportionen zu denen im Mikro- 
respirationsapparat vorgenommen. Die Portionen wurden in verschlossenen 
Reagenzglasern bei 25° gehalten. 

Die p-Nitrophenylhydrazinprobe werde ich unten unter den Versuchen 
mit getéteten Bakterien besprechen. Hier sollen nur ein paar Zeilen von 
den zwei anderen Acetonproben hinzugefiigt werden. 


Die Frommersche Probe soll unter den im Harn gefundenen Stoffen 
nur mit Aceton yeagieren. Die Probe ist negativ mit/ lsopropylalkohol. 
Sie wird am besten in folgender Weise ausgefiihrt: 10 cem Acetonlésung 
(mit mindestens 0,2 mg Aceton) + 5cem 20°, KOH + 0,5cem Salicyl- 
aldehydlésung (1 Volumen Salicylaldehyd + 10 Volumen 96iger Alkohol) 
werden auf dem Wasserbad 20 Minuten bei 50° gehalten und dann 24 Stunden 
hingestellt. War Aceton in der Lésung zugegen, wird eine mehr oder weniger 
intensive rotbraune Farbe hervorgerufen. Die Methode kann iibrigens 
auch quantitativ-kolorimetrisch verwendet werden ‘. 


Scott-Wilsons Methode fiir quantitative Acetonanalysen, Das von Scott- 
Wilson angegebene Hg-Ag-haltige Reagens gibt mit Aceton eine unldésliche 
organische Hg-Verbindung. Das Reagens reagiert mit mehreren anderen 
Stoffen auBer Aceton, aber weder mit Isopropylalkohol noch mit anderen 
Stoffen, die hier in Betracht kommen kénnten. Die Methode wurde mit 
verdiinnten Lésungen von reinem Aceton (Mercks pro analysi) in Mengen 
von 0,05 bis 2 mg Aceton in 10 cem gepriift und gab Resultate, die héchstens 
mit einem Fehler von 8°, behaftet waren, wenn Scott-Wilsons Arbeits- 
methode genau befolgt wurde (ohne Destillation, direkt mit den reinen, 
verdiinnten Acetonlésungen, iiberstieg der Fehler nicht 2°,). Die Methode 


1 A. Ekenstein u. J. Blanksma, Rec. d. trav. chim. Pays-Bas 22, 434, 
1903. 

2 V. Frommer, Berl. klin. Wochenschr. 42, 1008, 1905. 

8 H. Scott-Wilson, Journ. of physiol. 42, 444, 1911. 

4 F. Csonka, Journ. of biol. Chem. 27, 209, 1916. 
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ist meines Erachtens ausgezeichnet fiir die Bestimmung von Aceton in 
Mengen von 0,05 bis 2 mg?. 

Kontrollversuche zu den Acetonbestimmungen. 1. 90 qcem Filtrier- 
papier + 2ccm 3°%,ig. Isopropylalkohol + 0,2 g CaCO, wurden in 
einem verschlossenen Reagenzglase 3 Stunden bei 25° belassen 
(dieselben Verhaltnisse, worunter die Bakterienversuche ausgefiihrt 
wurden) und dann destilliert. Im Destillat wurde nach Scott-Wilson 
0,02 mg Aceton gefunden, d.h. 2°, oder weniger von der Menge, die 
bei den Bakterienversuchen gefunden wurde. Isopropylalkohol wird 
also nicht von selbst unter den Versuchsbedingungen oxydiert. 2. AuBer- 
dem wurden Kontroliversuche in der Weise ausgefiihrt, daB Bakterien 
+ Filtrierpapier + Isopropylalkohol gleich nach der Mischung de- 
stilliert wurden, auBerdem dadurch, da®B Bakterienaufschwemmungen 
ohne Isopropylalkohol nach dem Aufbewahren destilliert wurden 
und zuletzt dadurch, daB erhitzte Bakterienpraparate + Isopropyl- 
alkohol (siehe spater) destilliert wurden. In jedem Falle zeigten 
die Analysen nach Scott-Wilson eine Acetonmenge unter 0,06 mg, 
d. h. sehr viel weniger als die durch aktive Bakterienpraparate gebildeten 
Mengen. 

3. Oxydation von Isopropylalkohol durch lebende Essigbakterien. 


Seifert? und Henneberg* haben gefunden, daB 1° lsopropylalkohol 
geniigt, um das Wachstum verschiedener Acetobacterarten zu ver- 
hindern, und sie waren beide der Meinung, daB Isopropylalkohol nicht 
von Essigbakterien oxydiert werden kann. Visser’t Hofft* fand Aceton 
im Substrat von Essigbakterien aus der Xylinumgruppe (Acetobacter 
xylinum, melanogenum und suboxydans), wenn diese 1 bis 3 Wochen 
auf Hefewasser mit 2°,igem Isopropylalkohol wuchsen. Nach der De- 
stillation wurde ein p-Nitrophenylhydrazon vom Schmelzpunkt 144° 
gebildet. Aceton-p-nitrophenylhydrazon schmilzt bei 148 bis 148,5°. 

Bertho (l.c. 4, 8.49) schreibt, daB gréBere Isopropylalkohol- 
konzentrationen als 0,6° lebendes Bact. orleanense schadigen; iibrigens 


1 W. Marriott hat in Journ. of biol. Chem. 16, 281, 1913 unwider- 
sprochen die Scott-Wilsonsche Methode korrigiert, aber mit Unrecht. 
Marriott filtrierte den Aceton-Hg-Bodensatz durch ein Asbestfilter statt 
durch Filtrierpapier und konnte darum nur richtige Resultate bekommen, 
wenn er waéhrend des folgenden Kochens des Aceton-Hg-Bodensatzes mit 
Salpeterséure-Schwefelséuregemisch und 0,63°, KMnO, vorsichtig rote, 
rauchende Salpeterséure hinzugab. Man mu8 eben, wie Scott-Wilson, mit 
Filtrierpapier kochen, indem dadurch der Uberschu8 von KMnO, reduziert 
wird. Scott-Wilson scheint selbst nicht iiber die Bedeutung von Filtrieren 
und Kochen mit Filtrierpapier klar gewesen zu sein. 

2 W. Seifert, Zentralbl. f. Bakt. 3, 337, 1897. 

3 W. Henneberg, Die Deutsche Essigindustrie 1898, S. 145. 

4 F. Visser ’tHofft, Dissert. Delft 1925. 
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diirfte Bertho als erster nachgewiesen haben, daB lebende Essigbakterien 
nach Zusatz. von Isopropylalkohol mehr Sauerstoff aufnehmen. Er 
nahm darum an, ohne jedoch das Oxydationsprodukt zu bestimmen, 
daB Isopropylalkohol gréBtenteils zu Aceton oxydiert wird. 


Tabelle I. 


Lebendes Bacterium Pasteurianum. Oxydation von Isopropylalkohol zu 
Aceton. Temperatur 25°. (Die Sauerstoffabsorption pro 1 g Bakterien- 


trockensubstanz berechnet, s. Tabelle IT.) 





Berechnete 

Acetonmenge 
in mg, wenn 
Ver- Sauerstoff die Mehr- 


Gefundene 
Aceton- 
menge in 


Ge i 
1 ecem Bakterien- tefundene 


& aufschwemmung (8 bis — Suchs- — _——- aor mg, _ ~~ 
+ | 20 mg Trockensubstanz) | dauer 7 = in agg | nur’ Reaktion eae ” 
unter Zusatz yon —_ Vor — wae ae nach aor 
suchszeit | dation von Iso- vente berechneten 
propylalkohol | ? oy 4 
zu Aceton ; 
Nr. Std. bezogen wird 
se) leem 6% igem Iso- 
propylalkohol . . 3 164 0,75 0,53 (+-) 68 
lecm Wasser... é 0 _- 0,02 (—-) 
10 1 eem 6 % igem Iso- 
propylalkohol . . 4 320 1,52 1,15 77 
leem Wasser... 4 26 0,03 
12a lecm 6 °,igem Iso- \ 
propylalkohol . . 3 500 2,28 1,50 65 
lecm Wasser .. . 3 60 0,03 
12b  1leem 6 %igem Iso- 
propylalkohol 2 350 1,52 1,14 75 
lecm Wasser 57 — 0.02 | 





In Tabelle I habe ich meine Versuche mit lebenden Essigbakterien 
zusammengestellt. Die Acetonanalysen sind nach Scott-Wilson aus- 
gefiihrt worden. In den Versuchen mit Praparat 9 wurden die Aceton- 
analysen in Parallelportionen mit der Frommerschen Probe kontrolliert. 
Die Frommersche Probe war negativ in den Portionen ohne Isopropyl- 
alkohol sowie in einer Portion, die gleich nach Isopropylalkohol-zusatz 
destilliert wurde. 

Die Versuche in Tabelle I zeigen, daB das lebende Bact. Pasteu- 
rianum Isopropylalkohol zu Aceton oxydiert. Von der aus der Sauerstoff- 
absorption berechneten Acetonmenge konnten nur 65 bis 77°, gefunden 
werden, und es ist darum méglich, daB entweder Isopropylalkohol die 


Intensitét der anderen Oxydationen in den Bakterien vergréBert 
oder daB Aceton zum Teil weiteroxydiert wird oder fiir Synthesen in 
den lebenden Bakterien verwendet wird. 























| — — 20 
Zo 0) LeU g0'0 GLL ¢'8 cc’0) g]e ‘ 
: , ) ; | oom | (oor or || OF 
| 92'0 g¢'0 10° 0's 06 OT i 
82'0 8¢°0 TO aa sl “ 
| LV‘0 c2'0 80°0 | 
220 ze'0 110 ZZ ZZ 0 OOOT 818 : 3 
; sa ‘a ‘ a eo eZ1ue 01° 8 
vs | 610 9¢°0 LI‘0 8% 8% 0 | aaa Mi : 
gT'0 60 #20 rg Vg 0 
| €¢'0 8F'0 cT‘0 9°6 Lit 1% | 
9¢'0 co‘) 10 ‘01 rasa | ¥Z OLOT 818 - : 
pa ¥ ‘ of or f 6a ce 1OD1U9 AA oT * ST 9 
& 0g 0 990 9T 0 FOl 6 €T c'¢ ee 
3 220 6¢'0 LV0 g‘TT o'cT qs 
nn 
- | 66-0 98°T 480 ¥ FI OLT 9% | 
= 
‘ ‘ oo bes ‘ So QUOT SI : 
9 80 00° zt | ob‘st O'LT e'g | etom | o0t'93 | 9 
0L0 Ore OFT e‘TI ‘gl SF 
poyoyyetAdoad joyoyre|Adoad “IN 
-O8] Zyes tdo3c -OST UOA Zyes ‘ 1 kdo. 
(8 WOA “fo uy q) -8Z 10q FH UOA ea JassuM Ul = -NZ 10q 2% UOA pony 7 . dosse\\ Ul | (yeaudyadioned) Zunpuvyoq 
uapuaqo} uot diosqeayoy v= uo diosqeryoyy ; 0 iepueyoq “10400 JOA 
Jop Joep uoA (8 U0JOOV WK ’ 
0/9 uy Uotz0zyBg ||___ EE eS a ae er ee OR, OB sp ee Et yervd 
91930303 Jep Ud 1a} 4eq-1INVp-Uo0jJWV uses yey epusqe’y Rid 
suequl wae = i seen EE | AL Se a Ce NS Bl AE Ae, SE ee mT 
AXQ) 91 joyoxeAdoadosy zueysqnsuoyoor 
9 § TOPO JossVA JU oFVINdRAduoLeyyVg Jop Funzynayny yveda uspunys FSIq g UdISIO #1 oad uowoyyeg opucqe’y 
usp UT 9¢% leq opunjg Ord zueysqnsueyoorjuolIeyyRg 3] oad “GQ WOO UT TOdiOsqeyoyssoNeEg ° 
na 


“TT 91299.L 


















Oxydasen in getéteten Essigbakterien. I. 261 


4. Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton durch Oxydase in getiteten 
Essigbakterien. 


In Tabelle II sind die Versuche tiber Oxydation von Isopropyl- 
alkohol zu Aceton durch das getétete Bacterium Pasteurianum zu- 
sammengestellt. 

Die Bestimmungen der Sauerstoffabsorption der getéteten Bakterien 
wurden immer mit 0,2 g Bakterientrockensubstanz vorgenommen, und 
das Manometer des Mikrorespirationsapparats wurde meistens jede 44 Stunde 
abgelesen. Eine Druckdifferenz von 1mm entspricht einer Sauerstoff- 
absorption von etwa 4cmm, und man kann darum leicht aus den Manometer- 
ausschlagen zuriickrechnen. Die Bestimmungen mit lebenden Bakterien 
sind mit 1 cem Bakterienaufschwemmung vorgenommen und mittels der 
Trockensubstanz-analyse (8 bis 20 mg Trockensubstanz in 1 cem) ist die 
Sauerstoffabsorption dann auf 1 g Trockensubstanz pro Stunde berechnet. 


Tabelle II zeigt das Folgende: Sowohl ohne wie nach Zusatz von 
3°%igem Isopropylalkohol absorbieren die lebenden wie auch die 
getéteten Essigbakterien meBbare Sauerstoffmengen. Aber Zusatz 
von Isopropylalkohol ruft eine starke Steigung der Sauerstoffabsorption 
hervor, sowohl in den Versuchen mit lebenden wie in denen mit getéteten 
Bakterien. (Die Zahlen in Tabelle II beziehen sich auf die ersten 3 bis 
4 Stunden nach Ausfiihrung. Wie man sieht, nimmt die Sauerstoff- 
absorption standig ab.) 


In den getéteten Essigbakterien betrigt die Saterstoffabsorption 
in Wasser nur 20 bis 65°, von der Sauerstoffabsorption in 3°,igem 
Isopropylalkohol. Die Mehrabsorption von O, nach Zusatz von Iso- 
propylalkohol ist natiirlich am gréBten bei lebenden Essigbakterien. 
Bei den getéteten betragt die Mehrabsorption von Sauerstoff nach 
Isopropylalkohol-zusatz doch immerhin 3 bis 6°, von der der 
lebenden. 


Die Mehrabsorption von Sauerstoff beruht darauf, daB die getéteten 
Essigbakterien beinahe quantitativ Isopropylalkohol zu Aceton oxydieren. 


nr 


Das geht aus den Versuchen in Tabelle III hervor. Die Aceton- 
analysen sind nach Scott-Wilson ausgefiihrt; in den Versuchen mit 
Praparat 9 wurden die Acetonanalysen in Parallelportionen mit der 
Frommerschen Probe kontrolliert. 


Es gibt natirlich einen Fehler dadurch, daB die Analysen der Sauer- 
stoffabsorption und Acetonproduktion in Parallelportionen ausgefiihrt 
werden miissen. Aber es scheint doch, als ob die ganze Mehrabsorption 
von Sauerstoff fiir die Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton 
verwendet wird, wahrend bei lebenden Bakterien (Tabelle I) immer 
weniger Aceton gefunden wurde, als aus der Sauerstoffabsorption 
berechnet. 
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Tabelle Ill. 


Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton durch mit Aceton getétetes 


Bacterium Pasteurianum. Temperatur 25°. 














Pas be 5 .8 
=&3 NSEs be & > 
Eg “Sree FE *s 
0,2g Dauerpriparat Sem SEaeses eet... | 28s 
ad Lebende mit 0,2 g CaCO, (Sea | S*Ssu- So, | ses 
Prii- Bakterien und 2cem Wasser 225 \ Ho" SES eHse =& oe 
parat in 1g Dauer- oder 2cem 3°/9igem @e52)| 32s Sm = E255 | ELs 
praparat Isopropylalkohol enQ | Staac5 2Ee, | 226 
verriihrt os RESEuK “ss Se 
E> ben SkES° ty 2s 
Ero taaR as < 
Nr “s <a F 3 
Gu 7 | Isopropylalkohol| 3 243 1,14 
=F | Weniger 3 | 290 | = 1,09 
or ” . — 0.6 D) 
ae ia 1000 | Wasser 3 95 | 97 | 0,02 | i 
ee = 3 64 _- 
9 Weniger Isopropylalkohol’ 4 243 || 0.71 { 0.63 (+) ) 85 
9 als 1000 W asser 4 106 | , 10,03 (--)\f ° 
10 | Weniger Isopropylalkohol| 3 200 || 4 79 (| 0,77 |) ox 
10 als 1090 Wasser 3 48 | ih 1 068 of ” 


Aceton-p-nitrophenylhydrazon. Um weiterhin zu beweisen, daB Iso- 
propylalkohol durch getétete Essigbakterien zu Aceton oxydiert wird, wurde 
folgender Versuch ausgefiihrt: 1,8 g getdétete Essigbakterien (1 g des Ge- 
misches enthalt weniger als 1000 lebende Bakterien) wurden mit 1,8 g 
CaCO, und 18cem 3° ,igem Isopropylalkohol verriihrt und auf Filtrier- 
papier ausgebreitet und in verschlossenen Glaésern 3 Stunden bei 25° auf- 
bewahrt.* Dann wurde in eine eisgekiihlte Vorlage mit 10ccm 30 °,iger 
Essigséure, worin 170 mg p-Nitrophenylhydrazin gelést waren, destilliert. 
In der Vorlage entstand ein dicker Bodensatz von feinen, gelben Nadeln, 
die abfiltriert, mit 20°, igem Alkohol gewaschen und dann in einigen Kubik- 
zentimetern absoluten Alkohols gelést wurden. Dann setzte man _ vor- 
sichtig einige Tropfen Wasser bis zur beginnenden Triibung zu. Es 
bildeten sich nach und nach feine Kristalle, die abfiltriert und getrocknet 
wurden. Schmelzpunkt 146° (korrigiert). 

Nach einer weiteren Umkristallisation wurde der Schmelzpunkt zu 
148° (korr.) bestimmt. Reines Aceton-p-nitrophenylhydrazon schmilzt 
bei 148 bis 148,5°. 

Die Wirkung der getéteten Bakterien auf Isopropylalkohol riihrt 
von einem thermolabilen Katalysator her, denn durch Erhitzung 
auf 95° wiahrend 1/, Stunde verlieren die Bakterienpraparate ihre 
Wirkung. 

Versuch: 0,2 g Bakterienpraéparat 6 + 7 (s. Tabelle III), mit 1 ccm 
Wasser aufgeriihrt, wurden 30 Minuten lang auf 95° erhitzt. Danach wurde 
lecem 6°, iger Isopropylalkohol zugefiigt und auf Filtrierpapier 3 Stunden 
bei 25° gehalten. Die Acetonanalyse zeigte dann einen Gehalt von nur 0,04 mg 
Aceton. (Ohne Erhitzung etwa 1 mg Aceton, s. Tabelle II.) 


Die Versuche in den Tabellen II und III, die Isolierung von Aceton- 
p-nitrophenylhydrazon und endlich die Zerstérung des Katalysators 
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durch Erhitzen auf 95° zeigen, daB das getétete Bacterium Pasteurianum 
eine Oxydase enthalt, die die Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton 
katal ysiert. 


5. Andere Oxydationen durch getitete Essigbakterien. 


Wie oben gesagt, hat man friiher Versuche iiber die Oxydation 
von Athylalkohol zu Essigsiure mittels getéteter Essigbakterien an- 
gestellt. Diese Versuche sind in Tabelle IV zusammengestellt (aus 
Buchners Versuchen sind nur die, die das gréBte Resultat gaben, 
angefiihrt). Buchner und Gaunt haben auBerdem mit n-Propylalkohol 
Versuche gemacht. 

Tabelle 1V. 





Sauerstoffabsorption 
in cem pro 1 g Aceton- 


bakterien in 4- bis 5 °%/9igem Bakterienart Bemerkungen Verfasset 
Athylalkohol pro Std. : , . a 


Temperatur 28—30° 


0,17 Bact. orleanense . bat nae keine Bertho 
’ )o-Absorption 
0,15 n " 

0,10 ,» Essigbakterien“ Aus Essigsiure- Buchner 
0290 produktion berechnet. iG P 
— ” Die besten Versuche @2G Gaun 

0,12 9 Buchner s 
0,04 Bact. Aus Essigsture- Rothenbach 


yroduktion berechnet . . 
Pasteurianum =P" und Eberlein 


Tabelle V. 


Oxydation verschiedener Stoffe durch Acetonpraéparate von getétetem 
Bacterium Pasteurianum. Temperatur 25°. 





Sauerstoffabsorption in 
cem O2 pro lg Bakterien- 


ri pars sbende Bakterie 0 0,2 g Bakterienpriéparat trockensubstanz pro Stunde; 
en aapente See Be verriihrt mit 0,2 g CaCO, Minuten nach Ausriihrung 
gz: praparé und 2 cem des Priparates 
Nr. 20 Min.| 50 Min. 110 Min 
| W asser 0.86 0.43 0,84 
2 Etwa 200 20 °/oig. Glykose 0,96 0,81 0,76 
3% ig. Athylalkohol 1,51 1,30 
‘ ' { Wasser 0,70 0,64 0,60 
é ) y ( “ pnd one = 
, Etwa 4000) | 20% ig. Glykose 0.75 0.73 | 0.71 
Wasser 1,40 1,22 0,87 
20 °/,ig. Glykose 1.39 1,65 1.60 
3° olg. Athylalkohol 3.03 3,10 2.46 
‘ 3°%/oig. n-Propylalkohol 2,55 2.43 2.32 
i Wenger 39), ig. Isopropylalkohol | 2,10 2,90 


als 1000 


3 °/jig. Methylalkohol 1,80 1.98 1.94 
3°/,ig. Athylenglykol 1,96 1,99 1.92 
10° ,ig. Ca-Glykonat 0.96 0.73 0.61 

10 Yoig. Glycerin 128 129 1,00 
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In Tabelle V habe ich einige eigene Versuche mit Acetonpraparaten 
von Bact. Pasteurianum zusammiengestellt. Die Versuche zeigen, 
da die Sauerstoffabsorption der getéteten Essigbakterien durch eine 
ganze Reihe von organischen Verbindungen vergréBert wird, so durch 
Glykose, Methyl- und Athylalkohol, n-Propylalkohol und Athylen- 
glykol, vielleicht auch Glycerin, dagegen nicht durch Ca-Glykonat. 
Die Sauerstoffabsorption nach Zusatz von Athylalkohol ist weit gréBer 
als in den alteren, in Tabelle 1V zusammengestellten Versuchen. 

Inwiefern die Mehrabsorption von Sauerstoff nach Zusatz der 
oben genannten Verbindungen darauf beruht, da die Verbindungen 
oxydiert werden, méchte ich durch weitere Untersuchungen zu klaren 
versuchen und hierbei die betreffenden Oxydationsprodukte feststellen. 

Die Steigerung der Sauerstoffabsorption durch Zusatz von Iso- 
propylalkohol und eventuell Glycerin legt es nahe, mittels Propylen- 
glykol und Milchsiéure die Spezifitét der Oxydase zu untersuchen. 


6. Beruht die Sauerstoffabsorption durch Acetonpriparate von Essigbakterien 
auf einigen iiberlebenden Bakterien? 

Es hat meines Erachtens mitunter dariiber Zweifel geherrscht, 
ob die von Buchner gefundene Essigsdurebildung wirklich von getéteten 
Bakterien verursacht war. Zwar hat Buchner in den Versuchen 4°%, 
Toluol zugesetzt, aber die kleinen Essigsiuremengen in Verbindung 
mit den 3 Tage dauernden Versuchen und die primitive Methode, nach 
welcher Buchner den Gehalt an lebenden Bakterien in den Aceton- 
dauerpraparaten bestimmte, machen es wiinschenswert, diese Frage 
noch einmal zu untersuchen. 

In meinen oben mitgeteilten Versuchen wurde Toluol nicht zugesetzt, 
aber die Zeit von der Aufriihrung der Bakterienpriparate (in Wasser, 
3°%,igem Isopropylalkohol oder anderen Lésungen) bis zur ersten Be- 
stimmung der Sauerstoffabsorption iiberstieg nicht 1 Stunde. 

Indessen zeigt Tabelle II, daB das Vermégen der Acetonpraparate, 
Isopropylalkohol zu oxydieren, 3 bis 6°, von dem Oxydationsvermégen 
der lebenden Bakterien betagt. Dagegen betragt der Gehalt an lebenden 
Bakterien in 1g Acetonpraparat weniger als 1/ 199°, von dem Gehalt 
an lebenden Bakterien in 1 g lebenden Bakterien (Trockensubstanz). 

AuBerdem zeigt eine einfache Berechnung, daB die Sauerstoff- 
absorption in Acetonpriparaten von Bakterien ganz iiberwiegend 
durch getétete Bakterien verursacht wird. Nehmen wir fiir die Berech- 
nung z. B. Tabelle II. Die Versuche mit Praparat 5 zeigen, daB 1 g 
Bakterientrockensubstanz 26.10! lebende Bakterien enthalt. Das 
Trockengewicht von einem Essigbakterium wird dann im Maximum 


0° 
: =e yy (lg = 10% yy). Wenn wir nun annehmen, daB 


26 . 101° 
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das mit Aceton behandelte Bakterienpraparat Nr. 5 pro 1 g 1000 lebende 
Bakterien enthalt (was nach den Plattenanalysen das Maximum sein 
muB), dann wiegen die lebenden Bakterien in 1 g Acetonpraparat 
1000 
—— = etwa 4 yy. 

260 

Wenn nun diese 4 yy Bakterien die Mehrabsorption von Sauerstoff 
nach Zusatz von Isopropylalkohol allein verursachen (eine Mehr- 
absorption, die in den ersten Versuchen gleich 0,7 com O, = etwa 1 mg 
= 1000000 yy O, pro Stunde war), dann muBte das bedeuten, dab 
4 yy Bakterien pro Stunde 1000000 yy O, oder 250000 ihr Kérper- 
gewicht verbrauchen kénnten, und das diirfte unméglich sein. Die 
iibrigen Versuche in Tabelle II und V geben Zahlen von derselben 
GréBenordnung, und es darf darum erlaubt sein, festzustellen, daB die 
Oxydation von Isopropylalkohol und die anderen in Tabelle V_re- 
gistrierten Sauerstoffabsorptionen verursacht werden durch Enzyme, 
die in den getéteten Bakterien und mithin unabhaingig vom Leben 
oder von der lebenden Struktur wirksam sind. 


7. Isopropylalkohol und Aceton als Pflanzenprodukte. 


Isopropylalkohol ist als Pflanzenprodukt nur von Rabuteau! und 
Pringsheim? angegeben. Nach Pringsheim wird er von Buttersiurebak- 
terien, jedenfalls von einer von ihm isolierten Clostridiumform, gebildet. 

Weil Aceton eben von verschiedenen Butyricusformen gebildet 
wird, liegt es nahe zu fragen, ob Bildung von Aceton und lsopropyl- 
alkohol in Zusammenhang stehen und ob nicht Isopropylalkohol 
eventuell ein Zwischenprodukt der Acetonbildung ist. 

Aceton ist etwas haufiger als Pflanzenprodukt nachgewiesen. 
In héheren Pflanzen wird Acetonbildung in gefrorenen Weizenkeimen, 
etiolierten Keimpflanzen und Wurzeln unter Anaerobiose angegeben®, 
aber der nur qualitative Nachweis scheint nicht ganz einwandfrei. 

Dagegen wird Aceton (mit Athylalkohol, anderen Alkoholen, 
organischen Sauren, CO,, H, u.a. zusammen) zum Teil in groben 
Quantitéten durch Vergirung von Kohlenhydraten mittels einer Reihe 
von clostridiumahnlichen Bakterien gebildet, z. B. von Bacillus ma- 
cerans, acetoaethylicus, butyricus und granulobacter pectinovorum?. 

1 Rabuteau, C.r. 87, 500, 1878. 

2 H. Pringsheim, Zentralbl. f. Bakt. IT, 15, 300, 1905; diese Zeitschr. 
10, 490, 1908; 16, 243, 1909. 

3 Palladin u. Kostytschew, Ber. d. bot. Ges. 1906, S. 273: W. Bialo- 
suknia, Jahrb. f. wiss. Bot. 45, 644, 1907; Stoklasa, ebendaselbst 46, 55, 1908. 

4 Tobler, Naturwiss. 5, 143, 1917; J. Zacharov, Zentralbl. f. Bakt. IT, 
80, 1930; J. Northrop, Journ. of biol. Chem. 39, 1919; H. Speakman, 


A 
ebendaselbst 41, 319, 1920; 48, 401, 1920; 64, 41, 1925; Arzberger u. Mit- 
arbeiter, ebendaselbst 44, 456, 1920. 
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Berthelot und Ossart! haben nachgewiesen, daB ungefahr ein Viertel 
von einer Reihe zufallig isolierter Bakterien, insbesondere subtilis- 
und mesentericus-Formen im stande sind, Aceton auf zuckerhaltigem 
Substrat zu bilden. 

Eine wahrscheinliche Theorie der Acetonbildung durch diese 
Bakterien liegt bis jetzt nicht vor. 


8. Theoretische Bemerkungen. 

Die Acetonpraparate von Bact. Pasteurianum katalysieren eine 
Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton. Das Enzym in den Bak- 
terien kann man eine Alkoholoxydase nennen und ist vielleicht dasselbe 
Enzym, das Athylalkohol zu Acetaldehyd und Acetaldehyd zu Essig- 
siure oxydiert. Wieland und Bertho (1928) (1. c. 8.7) und Bertho (1929) 
(l.c. 8.4) haben mit lebenden Bakterien nachgewiesen, daB die Oxy- 
dation von Isopropylalkohol, Athylalkohol und Acetaldehyd darauf 
beruht, daB Wasserstoff, wenn ein passender Akzeptor zugegen ist, 
abgespaltet wird. Da weder Cystin noch Dithioglykolsiure als Wasser- 
stoffakzeptoren fungieren kénnen, schreibt Bertho (1. c. 8. 16) folgendes: 
,,Das Ausbleiben dieser Reaktion, die nach den thermischen Daten 
mdéglich sein miiBte, legt den Gedanken nahe, daB fiir die Wirksamkeit 
des Akzeptors nicht allein die thermodynamischen Beziehungen mab- 
gebend sind, sondern daB die Ursache dieser, in Fallen, wo eben diese 
Voraussetzung erfiillt ist, zunac ‘hst unverstindlichen Akzeptorauslese 
in feinsten chemischen Be ziehungen zwischen dem Akzeptor und dem 
wirksamen Enzym, der Dehydrase, zu suchen ist, die durch die Begriffe 
Enzymspezifitat und Enzymaffinitét in ihrer Eigenart charakterisiert 
sind.“ 

Es ist eine vorliufig ungeléste, aber wichtige Frage, ob es mehrere 
Alkoholoxydasen in den getéteten Essigbakterien gibt. Die in Asper- 
gillus und Penicillium nachgewiesene Glykoseoxydase?, die Glykose zu 
Glykonsaure oxydiert, wirkt jedenfalls nicht auf Athylalkohol®, und 
durch die voranstehenden Versuche veranlaBt, habe ich untersucht und 
gefunden, daB Glykoseoxydase auch nicht Isopropylalkohol oxydiert. 

Versuch: 0,4g Praéparat von Glykoseoxydase aus Aspergillus niger 
wurde mit 4cem Wasser verriihrt und filtriert. 

a) leem Enzymlésung + 0,1 cem Wasser, aufgesaugt in 90 qem 
Filtrierpapier im Mikrorespirationsapparat A. 

b) leem Enzymlésung + 0,lcem 33° ige Isopropylalkohollésung 
(Konzentration von Isopropylalkohol im ganzen 3°.) auf Filtrierpapier 
im Mikrorespirationsapparat B. 


A. Berthelot u. E. Ossart, C.r. 178, 792, 1921. 
2 D. Miiller, diese Zeitschr. 199, 136, 1928; 205, 111, 1929. 
3 Derselbe, ebendaselbst 232, 423, 1931. 
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Nach 20 Minuten fiir Temperaturausgleich absorbierte A 200 cmm O, 
und B (mit Isopropylalkohol) 184 c¢mm O, in 30 Minuten. Dann bekam A 
einen Zusatz von 0,5 ccm Wasser und B 0,5cem 15°, ige Glykose. Nach 
weiteren 20 Minuten wurden dann in A 76cmm Q,, in B (mit Isopropyl- 
alkohol und Glykose) 405 cmm O, absorbiert. 


9. Zusammenfassung. 


1. Wenn man eine Aufschwemmung von Bacterium Pasteurianum 
in das zehnfache Volumen von Aceton unter Umrihren eintrépfelt, 
erhalt man ein Praparat mit sehr wenigen lebenden Bakterien. 

2. Diese Acetondauerpraparate absorbieren nach Zusatz von Wasser 
geringe Mengen Sauerstoff. Nach Zusatz von verschiedenen mono-, 
di- und polyvalenten Alkoholen wird die Sauerstoffabsorption vergréBert, 
am meisten durch Athylalkohol und n-Propylalkohol, weniger durch 
Isopropylalkohol, Methylalkohol und Athylenglykol, noch weniger 
durch Glykose und jedenfalls sehr wenig, vielleicht gar nicht, durch 
Glycerin. Die Sauerstoffabsorption wird nicht durch Ca-Glykonat 
vergrOfert. 

3. Lebendes Bacterium Pasteurianum oxydiert Isopropylalkohol 
zu Aceton. Von der aus der Sauerstoffabsorption berechneten Aceton- 
menge werden ungefaihr 75°, gefunden. 

4. Acetonpriparate von Bacterium Pasteurianum oxydieren Iso- 
propylalkohol zu Aceton. Von der aus der Sauerstoffabsorption be- 
rechneten Acetonmenge werden ungefahr 100°, gefunden. Die Oxydation 
durch getétete Bakterien steht natiirlich der der lebenden Bakterien 
nach, betragt aber immerhin 3 bis 6°, von der der lebenden. 

5. Eine Aufschwemmung von getéteten Essigbakterien, !/, Stunde 
auf 95° erhitzt, vermag nicht mehr Isopropylalkohol zu oxydieren. 








Uber das Dehydrierungsvermégen von Zea Mais 
in Anwesenheit von Pflanzensiuren als Wasserstoffdonatoren 
und den Antagonismus zwischen Dehydrase und Katalase. 


VIII. Mitteilung: 
Uber die Atmungsvorginge in Pflanzenorganen, von A. Fodor 
und Mitarbeitern'. 


Von 


A. Fodor, L. Frankenthal und M. Biletzky. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie The Hebrew University 
Jerusalem. ) 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In’ der VIL. Mitteilung? unserer Versuche iiber die Atmungsvorgange 
in Pflanzen konnte gezeigt werden, daB die Dehydrierung von geeigneten 
Pflanzenséuren ausschlieBlich in Gegenwart von Hefekochsaft, also 
des sogenannten Coferments, hervorgerufen werden kann. Und ferner, 
daB die einzelnen Getreidearten bestimmte Pflanzenséuren als Dona- 
toren bevorzugen, um die kraftigste reduktive Wirkung auf Methylen- 
blau zu entfalten. Es wurde festgestellt, daB bei Weizen und Hafer 
die Apfelsiure die Rolle dieses bevorzugten Donators spielt, indes bei 
der Gerste Oxalsiure die stirkste Wirkung ausgeiibt hat. Damit werde 
nicht gesagt, daB die anderen, bei der Reduktion von Methylenblau 
ins Hintertreffen gelangenden Donatoren keine intensive Dehydrierung 
erfahren. Eine solche laBt sich jedoch am Methylenblausystem nicht 
kontrollieren, da dieser Farbstoff fiir sie nicht den passenden Akzeptor 
vorstellt. Das Problem der Akzeptoren bei der Dehydrierung von 


1 A.Fodor u. A. Reifenberg, Biochem. Journ. 19, 830, 1925; Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 162, 2, 1926; A. Fodor u. R.Cohn, ebendaselbst 165, 295, 
1927; A. Fodor u. L. Frankenthal, Fermentforschung 11, 469, 1930; diese 
Zeitschr. 220, 473, 1930; A. Fodor, L. Frankenthal u. S. Kuk, ebendaselbst 
225, 409, 1930; A. Fodor u. L. Frankenthal, ebendaselbst 225, 417, 1930. 
2 4. Fodor u. L. Frankenthal, diese Zeitschr. 225, 417, 1930. 
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Pflanzenstoffen ist ja noch sehr wenig erforscht. In diesem Zusammen- 
hang sei daran erinnert, daB sich bei Erbsensamen, wie bereits Thunberg 
zeigte, die stirkste Reduktion von Methylenblau bei der Ameisensiure 
zeigt. 

Ks ergab sich bei den erwahnten Getreidesamen, daB der Kochsaft 
fiir sich, d. h. ohne Donatorenzusatz, bereits eine Reduktion hervorruft, 
die zwischen py = 8 bis 8,5 optimal ist. Erst bei héheren Alkalitaten 
laBt sich ohne Anwesenheit des Kochsaftes eine Entfarbung von 
Methylenblau in den Thunberg-Réhien beobachten. 

Ferner wurde der EinfluB von Phosphaten in der Form von Puffern 
auf die Dehydrierung studiert. Dabei ergab sich, daB eine beim Weizen 
bemerkbare Phosphathemmung bei py >8 weicht, und zwar sowohl 
in bezug auf die Selbstdehydrierung als auch auf die Reduktion in 
Gegenwart von Donatoren. Eigenartige Verhaltnisse fanden sich bei 
der Gerste und beim Hafer vor, wo die Reduktion ohne den Zusatz 
von Donatoren, wie Oxalat bzw. Malat, iiberhaupt ausblieb. Neben der 
Ausnahmestellung dieser beiden Getreidearten in ihrer  Selbst- 
dehydrierung ist auch ein abweichendes Verhalten bei der Phosphat- 
wirkung zu konstatieren, indem die beim Weizen beobachtete Phosphat- 
hemmung hier entfallt und bereits zwischen py = 6,5 bis 7 eine Ver- 
groBerung der Reduktion gegeniiber dem Wasserversuch zu_ ver- 
zeichnen ist. 

Der Weizen bildete daher im Vergleich mit den anderen untersuchten 
Getreidesamen eine Ausnahme, sowohl was die Selbstdehydrierung als 
auch die Phosphateinwirkung betrifft. 

Unsere neu unternommenen Versuche befaBten sich mit der Unter- 
suchung der gleichen Verhaltnisse bei verschiedenen Arten von Zea Mais. 
Zur Verwendung gelangten eine arabische Maissorte, wie sie hierzulande 
wachst und ferner zwei andere Sorten, namlich ein Pferdezahnmais 
und ein Zuckermais (WeiBe Perle). Zunachst ergab sich auch hier bei 
allen drei Maisarten eine vollige Inaktivitét bei der Einwirkung des 
fermentativen Gemisches auf Methylenblau in Abwesenheit von Hefe- 
kochsaft. Andererseits findet man bei Zusatz des Coferments bereits 
eine nicht unbedeutende Selbstdehydrierung, indes der Kochsaft allein 
(d. h. ohne Maisauszug) angewandt, véllig inaktiv bleibt. 

Diese bereits ohne Donatoren auftretende Reduktion wird bei 
Zusatz von ersteren in verschiedenem Mabe gesteigert bzw. herabgesetzt. 
Zu den steigernden Donatoren gehéren Methylglyoxal, sodann die 
Kalisalze der Ameisensaure, der Apfelsaure und besonders der Bernstein- 
siure. Hemmend auf die Reduktion von Methylenblau dagegen wirkten 
ein: Citrat, Pyruvinat, Lactat, Tartrat und ganz besonders Oxalat. 


1 A. Fodor u. L. Frankenthal, Fermentforschung 11, 469, 1930. 
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Weiterhin zeigte sich, daB bereits die Selbstdehydrierung des 
Maisauszuges durch Phosphatlésungen stimuliert werden kann, und 
daB sich dabei ganz erhebliche Foérderungen der Dehydrasewirkung 
herausstellen, die durch ein Optimum, dessen Lage einem py-Wert 
von 8,05 entspricht, gehen. Wie die Tabellen zeigen, wurde die beim 
Arabischen Mais ohne Phosphatzusatz 225 Minuten erfordernde Selbst- 
dehydrierung durch Phosphatzusatz py = 8,05 so verstarkt, daB die 
Zeit auf 73 Minuten herabgesetzt wurde. (Phosphatpuffer von pa = 4 
bis 6 hemmen dagegen sehr stark.) 

Dieses Optimum wird durch Zusatz von Donatoren so gut wie 
nicht verdindert. Der Wert von py = 8,05 bleibt auch in Gegenwart 
von Succinat und auch Malat erhalten (s. Abb. 1). Die entsprechenden 
Wasserstoffkonzentrationen wurden durch Phosphatpuffer hergestellt. 

Bei der zweiten zur Ver- S00 
wendung gelangten Maissorte, 
der WeifBen Perle, einem 
Zuckermais, stellte sich merk- 
wirdigerweise durch Succinat 
eine Hemmung gegeniiber dem 
Wasserversuch ein, der ansich 
ebenfalls bei px = 8 ein Opti- 
mum aufwies. Die gegeniiber 
dem Wasserversuch _ niedri- 
geren Succinatwerte dagegen 
gehen bis pu = 8,5 in anstei- 
gender Richtung vorwarts, 
ohneein Optimum zu passieren. 
Auch die Malatwirkung gibt 
kein Optimum bis px = 8,5, 
ist aber gegentiber dem Wasser- 
versuch durch eine ganz be- 
deutende Steigerung ausge- 
zeichnet (s. Abb. 2). 
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Abb. 1. 
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Was endlich die dritte Sorte, den Pferdezahnmais, betrifft, so 
verliuft der Wasserversuch im gleichen Sinne, d.h. mit einem bei 
pu = 8 nachweisbaren, ausgeprigten Optimum, wahrend die beiden 
bevorzugten Donatoren, Malat und Succinat, zwar beide zu erhéhten 
Werten fiihren, jedoch bis py = 8,5 kein Optimum erkennen lassen 
(s. Abb. 3). 
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Abb. 3. 


Da, wie wir sehen, verschiedene Maisvarietaten in ihrem fermen- 
tativen Charakter und Leistungsvermégen so bedeutende Unterschiede 
aufweisen kénnen, daB nicht nur das quantitative AusmaB der Wirkun- 
gen verschoben wird, sondern gleichzeitig Anderungen in den optimalen 
Verhaltnissen mit auftreten, gelangten wir zur Frage, wie sich die 
einzelnem fermentativen Leistungen bei verschiedenen Maissorten einer 
und derselben Varietét herausstellen. Der beste Weg, um zu ver- 
schiedenen Sorten einer und derselben Varietét zu gelangen, schien 
uns eine geeignete Selektionsmethode, wie sie im allgemeinen von 
Ziichtern angewandt wird. Wir verdanken ein Selektionsmaterial 
Herrn £. Oranski in Benjamina?. 

Zur Untersuchung gelangten die Sorten der Linie A 1927 bis 1930, 
und ferner der Linie B 1927 und 1928 mit den Spaltprodukten B,, B, 
und Bg, jedes 1929 und 1930. An fermentativen Wirkungen gelangte 
zur Untersuchung: 1. Die Dehydrasewirkung nach der Methode von 
Thunberg, und zwar innerhalb des im vorhergehenden diskutierten 
optimalen Intervalls, d.h. unter Zusatz von Phosphatpuffern von 


1 Experimental fields Cabara of the Palestine Jewish Colonisation 
Association (Chief-Agronom Amrani Chaganoff). Herr Oranski gibt uns 
dariiber folgende Angaben. Art: Zea-Mais, Varietaét Indentata. Die 
Selektion begann 1927, aus einer gewissen Anzahl von Samen ausgehend 
Sie wurde von Anfang an unter stufenweiser Ausscheidung der negativen 
Eigenschaften fortgesetzt (jahrlich eine Eigenschaft). Die rezessiven Merk 
male sind verringert worden, um endlich mit Bezug auf die Farbe voll- 
standig zu verschwinden. Die Trennung der Linien war 1930 vollstandig. 
In den Jahren 1927 und 1928 wurde die Aussaat auf schwerem homo- 
genen Tonboden vorgenommen; 1929 und 1930 auf porésem, humosem, 


18* 
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pu = 7. Donatoren wurden nicht zugesetzt. Die nach der T'hunberg- 
Methode erhaltenen Werte der Entfairbungszeit wurden auch hier in 
reziproker Weise berechnet und in die Kurve eingetragen. 2. Die Kata- 
lasewirkung nach der gasvolumetrischen Methode unter Zusatz von 
Phosphatpuffern py = 7,2. 3. Die Respiration im Sarcroft-Apparat 
in der iiblichen Weise unter Zusatz von Phosphatpuffern py = 7,2, 
unter Ermittlung des aufgenommenen Sauerstoffs und der abgegebenen 
Kohlenséiure. AuBerdem verfolgten wir die Keimfahigkeit im Wasser 
durch Auszihlung der gekeimten Kérner. Die entsprechenden Werte 
sind aus den Kurven der Abb. 4 ersichtlich. 

Uberblicken wir die Resultate, und zwar zunachst unter Beriick- 
sichtigung der Dehydrase- und Katalasewirkung, so zeigt sich, dab 
die letztere bei den Sorten der Linie A in den ersten 3 Jahren linear 
ansteigt, um dann 1930 plétzlich auBerordentlich stark vermindert 


nicht ganz gleichmaBigem Kalkboden. Die Kulturbedingungen, Zeit der 
Aussaat und die jéhrlichen Regenmengen waren wahrend dieser Periode 


nahezu die gleichen. 








Linie A. 
Jabr Hohe der Maispflanze Kolbengewicht 
em £ 
1927 165 210 
1928 165 245 
1929 200 544 (2 Kolben an einer Pflanze) 
1930 220 322 
Linie B. 
1097 {Héhe der Maispflanze ... .140cem 
Jahr 1927 B \ kK othengewicht -. . 206g 
{Hohe der Maispflanze ... . 200cm 
Jahr 1928 B {(2 Kolben an einer Pflanze) 
\Kolbengewicht 3 . 550 ¢ 
Hohe der Mais- Hohe der Mais- 
= der Mais- pflanze 200 em | pflanze 200 cm 
999 p.} Pflanze 209em = jq5 (2 Kolben an 909 R,) (2 Kolben an 
1929 B, Kolbengewicht 1929 Bs einer Pflanze) 1929 Bs einer Pflanze) 
370 ¢ Kolbengewicht Kolbengewicht 
655 ¢ (2 Kolben) 590 ¢ 
Héhe der Mais- Héhe der Mais- Héhe der Mais- 
1930 B, pflanze 245 cm 1930 B, pflanze 250 em 1930 Bs pflanze 260 em 


Kolbengewicht |) Kolbengewicht 


Kolbengewicht 
878 ¢ 349 g 


825 g 


Da wir uns unsererseits fiir die Ziichtungsversuche nur in indirekter 
Weise interessiert haben, und es uns auf die oben im Text erwa&hnte Frage- 
stellung ankam, so erwéhnen wir die Angaben des Ziichters, dem wir fiir 
sein in liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung gestelltes Material zu groBem 
Dank verpflichtet sind, nur der Vollstandigkeit zu Liebe. 
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mit 


zu werden. Diesem Abfall von 1929 auf 1930 entspricht ein auffallender 
Anstieg der Dehydrasewirkung, die allerdings von Anfang an im Anstieg 
begriffen war, jedoch 1929 einen stark merkbaren Wendepunkt auf- 
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zuweisen hat. In der Periode 1929/30 ist der Antagonismus der beiden 
Wirkungen unverkennbar. 


Ahnliches bemerkt man in der Serie B, insbesondere nach erfolgter 
Spaltung 1928/29 und 1929/30. Selbstverstindlich ist dieser Antago- 
nismus ein nur angenaherter. Er macht sich jedoch in unverkennbarer 
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Weise iiberall geltend. Erst eine Erweiterung des Materials unter 
Heranziehung der folgenden Jahrgange wird uns in den Stand setzen, 
diese GesetzmaBigkeit als eine feststehende anzusprechen!. 

Ein solcher Antagonismus der beiden Wirkungen laBt sich iibrigens 
auch in theoretischer Weise verstehen, wenn wir uns die Méglichkeit 
vor Augen halten, daB der durch die Donatoren zur Verfiigung gestellte 
Wasserstoff auf zwei Wegen der Oxydation anheimfallen kann: Einmal 
nach erfolgter Anlagerung an organische Wasserstoffakzeptoren und 
ferner durch die unmittelbare Verbindung mit dem Sauerstoff zu 
Wasserstoffperoxyd, unter Zersetzung von diesem durch die Katalase. 
Wir kénnen, diesen Méglichkeiten Rechnung tragend, den herrschenden 
Verhaltnissen in der folgenden Weise Ausdruck verleihen: Bei ver- 
minderter Katalaseaktivitat fiihrt der Weg des Wasserstoffs iiber die 
organischen Akzeptoren, da die Anhéufung von Wasserstoffperoxyd, 
schon dem chemischen Massenwirkungsgesetz entsprechend, dem 
Wasserstoff die weitere Vereinigung mit dem Sauerstoff zu Wasserstoff- 
peroxyd versperrt. Im anderen Falle, d.h. bei erhéhter Katalase- 
aktivitét, wird ein bedeutender Anteil des Wasserstoffs auf dem Wege 
iiber das Wasserstoffperoxyd verarbeitet. Bekanntlich ist Wieland 
ein Verfechter der Ansicht, daB der Wasserstoff stets diesen Weg geht. 
Unsererseits halten wir beide Méglichkeiten fiir durchaus diskutabel 
und héchst wahrscheinlich. Weiteres Versuchsmaterial in unserem 
Institut, das demnachst veréffentlicht wird, bringt uns dieser Auf- 
fassung noch naher. 

Was die Resultate der Respirationsversuche betrifft, so wider- 
spiegeln sie das fiir die Dehydrase und Katalase aufgefundene anta- 
gonistische Verhalten nicht. Sie erwecken vielmehr den Anschein, als 
ware es fiir die Menge des aufgenommenen Sauerstoffs irrelevant, ob 
die Katalase- oder die Dehydrasewirkung die Vorherrschaft hat. Auf 
der anderen Seite aber haben wir zu verzeichnen, daB die Keimfahigkeit 
gerade dort am starksten ausgepragt ist, wo die Katalasewirkung ihren 


1 Die Symbasie zwischen Katalasewirkung und Keimvermégen wurde 
bereits durch mehrere Autoren gepriift, jedoch die Frage noch nicht in 
geniigend eindeutiger Weise geklart. 1. Gracanin (diese Zeitschr. 180, 205, 
1927) sah bei Medicago sativa eine gute Parallelitét beider, indes andere 
Samen, allerdings nach ihrer Abtétung, auch bei mangelnder Keimfahigkeit 
Katalasewirkung zeigten. Auch A. Shull u. D. Ward (laut Ber. f. d. ges. 
Physiol. 21, 214, 1924) finden bei Xanthium ausgesprochene Parallelitat 
vor. E. Petersohn (Zeitschr. f. Pflanzenernéhrung u. Diingung usw. 6, 291, 
1926) machte ahnliche Feststellungen bei einer Reihe von Gemiisesamen. 
Nemec u. Duchon (Ber. f. d. ges. Physiol. 12, 528, 1922) finden einen all- 
gemeinen Abfall der Fermentwirkung mit der Vitalitat, der auch die Katalase 
mit einschlieBt. 
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Hohepunkt erreicht, wie bei B, 1930. Im Sinne unserer oben dar- 
gelegten Anschauung miissen wir dieses Resultat durch die Annahme 
deuten, daB der Weg der Wasserstoffverbrennung iiber das Wasserstoff- 
peroxyd eine starkere Energiekonzentration gestattet als jener iiber 
die Akzeptoren, d.h., daB dort die gleichen aus der Wasserstoff- 
verbrennung hervorgehenden Energiemengen besser zusammengehalten 
werden kénnen und fiir die bei der Keimung eintretenden chemischen 
Prozesse und Folgereaktionen in gréBerer Bereitschaft verfiigbar 
bleiben. Die homologen Atmungskurven wiirden allen diesen Argumen- 
tationen entsprechen. 


Interessant ist in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, daB 
jede der Sorten B,, 5, und By ihren eigenen Respirationskoeffizienten 
CQO,/O, besitzt. Er betraigt, die dreistiindigen Respirationswerte in 
Betracht gezogen, bei Sorte B, sowohl in 1929 und 1930 0,90 bzw. 0,89; 
bei B, betragen die entsprechenden Werte 0,85 und 0,83; bei Bz 0,81 
und 0,80. Die auffallende RegelmaBigkeit und Konstanz des Atmungs- 
koeffizienten fiir die einzelnen Sorten wird unsererseits weiterhin im 
Auge behalten. 


Versuche, 


Der Maisextrakt. 1 g¢ Maismehl wurde in einem Mérser mit 5 ccms, 
Wasser 10 Minuten lang verrieben. Nach 1/, Stundé Stehen zwecks 
weiterer Extraktion wurde die Mischung zentrifugiert und die Lésung 
als Fermentauszug verwendet. 

Der Hefekochsaft wurde aus trockener Oberhefe (Olmiitzer Hefe- 
fabrik) bereitet (1 g mit 10ccm Wasser 5 Minuten hindurch gekocht 
und die Mischung filtriert). 

leem Extrakt aus arabischem Mais + 0,3ccm Hefekochsaft 
+ 0,2cem einer 0,02°,igen Methylenblaulésung wurden in einer 
Thunberg-Roéhre vereinigt und je 0,05ccm verschiedener Donatoren 
nebst 0,15 cem Wasser hinzugefiigt (37°): 





Reduktion 


Min 
Ohne Donator (Kontrolle; 0.20cemH,O) .... . 154 
Methylglyoxal (neutrale m-Lésung) . ....... 144 
NS SS ee 145 
I Cs gg eo ig. ey 192 
DS gw wc wee ek KS 171,5 
Kaliumpyruvinat . ... L-I - 195 
Kaliummalat ok tia kis Oe ee 143 
eee ee 221 
eos ole we sok 189 
eee ee ee 120 
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Das Methylglyoxal wurde aus dem durch Oxydation des Glycerins 
mittels Sorbosebakterien gewonnenen Dioxyaceton dargestellt. Zu 
diesem Zwecke wurde dieses nach der Methode von C. Neuberg und 
Mitarbeitern! mit verdiinnter Schwefelséure destilliert und der Gehalt 
an Methylglyoxal im Destillat durch den Phenylhydrazinniederschlag 
(des Osazons) ermittelt. 


Herrn Professor G. Bertrand in Paris sprechen wir hiermit den er- 
+ . . y r 
gebensten Dank aus fiir seine freundliche Ubersendung der Kultur 
des Sorbosebakteriums und seine wertvolle Beratung. 


Tabelle I. 


Arabischer Mais. 





lecm Maisextrakt + 0,2 cem Methylenblau (0,02 ©») 
+ 0.3 cem Hefekochsaft 


Zusatz von 0,15 ecm 


2 ! 0,05 cem 1 mol. “0,05 cem 1 mol. 
0,05 cem Wasser Kaliumsuecinat Kaliummalat 
Min. Min. Min. 
Wasser 225 112 1001/, 
m/2 Phosphat pu 3,9 _ — = 
i. , =e — —- -- 
A ». == 6M — > 124 1491/, 
vi je ., =O 112 92 931/, 
tio gg ae 80 70 691/, 
cis ah Cae 73 65 361), 
is ‘ » etwa 8,50 84 82 -- 


Tabelle II. (Dazu Abb. 1 bis 3.) 





leem Maisextrakt + 0,2 cem Methylenblau (0,02 °/9) 
+ 0,30 cem Hefekochsaft 


0,15 cem Wasser 0,15 cem m/2 Phosphat Py 6,5 





Maissorte 


0,05 cem 0,05cem _ 0,05 eem 0,05 cem 
0,05 eem 1 mol. 1 mol. 0,05 eem 1 mol. 1 mol. 
Wasser Kalium- Kalium- Wasser Kalium- Kalium- 
succinat malat suecinat malat 
Min. Min. Min. Min. Min. Min. 
. . 4 2 9 ) 
Arabischer Mais 159"/3 108 110 102 96 81 
(Abb. 1) 
Pferdezahnmais R2 58 87 82 77 81 
(Abb. 2) 
Weibe Perle 32 : may men 
(Zuckermais) 90 66 69 57 68 97 
(Abb. 3) 


1 CO, Neuberg, E. Farber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 
263, 1917; C. Neuberg u. E. Hofmann, ebendaselbst 224, 491, 1930. 
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Tabelle II (Fortsetzung) , 





lecem Maisextrakt + 0,2 cem Methylenbla 
+ 0,30 cem Hefekochsaft 


0.15 cem 0,15 ecem 
m/2 Phosphat m/2 Phosphat m 
Pu 7.05 Pu 8.05 Pu 


Maissorte 


1 mol. 





sis S$ e¢ 
agai Ga E + | ae 
Seis8s | é =5 = 
si 3a | Sx ji ‘¢ 
oi —) 
Min. Min Min. Min. Min. Min 
Arabischer Mais 70 | 68 64 69) 65 56 ~=—so880 


(Abb. 1) 
Pferdezahnmais ..... | 66 62 65 60. 54 52 =s«64 
(Abb. 2) 
Weibe Perle (Zuckermais) . || 47 62 39 44 56 28 46 
(Abb. 3) 
Tabelle III. 
(Abb. 4.) 


u (O02 


0.15 cem 
2 Phosphat 
etwa 8.5 





72 62 
53 50 
51 20 











= Atmungszahlea, 3 Std. 25° Dehydrase in 
m4 S im Barcroftapparat Thunbergréhren 
orn- = 
Maissorte gewicht g ziz ; Zeit dex 
E = || CO, ccm) QO, ccm ~s Entfirbung Teziproke 
c ; . 10-3 . 10-3 Os © Zeitwerte 
g bd te a Min 
1927 A 34,8 —_ 10,4 20,7 0,50 14.5 105 95 
1928 4 32,2 3 18,9 26,4 0,72 223 76,25 131 
1929 A 44,7 6 28,7 38,0 0,76 29,0 70,25 142 
1930 A 38,7 0 55,5 64,8 0,86 9,1 48,25 207 
1927 B 35,4 _ 22,0 29,9 0,73 12,9 125,25 8) 
1928 B 36 — 22,5 27,1 0,83 | 23 | 87,25 115 
1929 B, || 42,4 13 27,4 31,9 0,90 19,8 59,25 169 
1929 B, | 43,1 7 33,8 39,6 0,85 19,2 53,5 187 
1929 Bs 41,9 9 28,5 36,3 0,81 20 66,5 150 
1930 B, | 39,3 9 44,6 50,2 0,89 18,9 54,75 183 
1930 B, | 44,5 34 39,3 46,8 0,83 24,6 50,5 198 
1930 B, 44,7 il 35,0 | 438 | 080 | 155 59 169 


Bemerkungen zur Tabelle III]: Dehydrasewirkung: 1 cem 
0,3 cem Kochsaft (s. oben) + 0,2 cem Methylenblau (0,02 °,) 
m/15 Phosphatlésung pu 7. Die Werte stellen das Mittel zwe 
messungen dar. Atmungszahlen: 1 g Maismeh| 3 cemm/15 Pho 
pu = 7,15. Katalasewirkung: 0,5 g Maismehl 10 cem m/2 


Maisextrakt 
0,15 cem 

ier Parallel- 
sphatlosung 
Phosphat- 


losung Pu 7,05. Nach vollsténdigem Temperaturausgleich im Thermo- 


staten (30 Minuten) wurden 5ccm H,QO,, etwa 6 Gehalt, 
und mit der Messung begonnen. 


hinzugefigt 








Neue biochemische Eigenschaften der Gallenpigmente. 


I. Mitteilung: 


Das hiimagglutinierende und himolytische Vermégen des Bilirubins'. 


Von 


A. Clementi und F. Condorelli. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Physiologie der Kgl. Universitat 
Catania.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1931.) 


1. Einleitung. 

Kine der wichtigsten biologischen Eigenschaften der Galle ist ihr 
himolytisches Vermégen, das Hunefeld 1840 entdeckt hat und das, 
wie v. Dusch 1854 nachwies, ein fiir die Gallensalze charakteristisches 
Merkmal ist ; dariiber herrschte auch Ubereinstimmung bis zum heutigen 
Tage unter den spaiteren Forschern, wie Rywosch? (nach dem, wenn 
man das himolytische Vermégen des Natriumglykochols gleich 1 setzt, 
jenes des Natriumcholats 4 und jenes des Natriumtaurocholats 12 
betragt), Nol/®, Arrhenius u. a. 

Den iibrigen der Galle eigentiimlichen Bestandte‘len — den Gallen- 
pigmenten — hat bisher niemand hamolytische Eigenschaften zu- 
geschrieben; es ist uns wenigstens nicht gelungen, im Schrifttum auf 
Untersuchungen zu stoBen, aus denen hervorginge, daB den Gallen- 
pigmenten eit solches Vermégen zukommt oder die Fiahigkeit, 
biologische oder toxische Wirkungen auf cie roten Blutkérperchen 
(z. B. agglutinierend) zu liefern. Die einzige Beobachtung, die 
mit diesem Problem in einem losen Zusammenhang stehen kénnte, 
stammt von Hausmann*, der in einer vorlaufigen Mitteilung bei Be- 
sprechung der photodynamischen Wirkung der Galle angab, daB 


1 Vorlaufige Mitteilungen iiber die vorliegenden Untersuchungen 
wurden schon im Jahre 1930 publiziert: A. Clementi u. F’. Condorelli, Nuove 
proprieta biochimiche dei pigmenti biliari. Potere emolitico e potere emo- 
agglutinante della Bilirubina. Atti della Accademia di Scienze Naturali in 
Catania 17, Serie 5, 1930; Bollettino Societé Italiana Biologia Sperimentale 
5, 1930. 

2 Rywosch, Arbeiten des pharmakologischen Instituts zu Dorpat 1891. 

3 Nolf, Ann. Inst. Past. 1900. 

4 Hausmann, diese Zeitschr. 15, 12, 1908. 
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von zwei Bilirubinpraparaten, mit denen er Versuche angestellt hatte, 
das eine photodynamisch wirkte und dabei die Erythrocyten aufléste. 

Wir glauben daher, daB es von ganz besonderem Interesse sein 
muB, uber Untersuchungen zu berichten, die auf das deutlichste be- 
weisen, daB das Bilirubin ein erhebliches hamagglutinierendes und 
hamolytisches Vermégen besitzt. 


Il, Untersuchungsmethoden. 


Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde ganz reines, aus Gallen- 
steinen nach der bekannten Chloroform-extraktionsmethode gewonnenes 
Bilirubin verwendet. 

Die Beschreibung der Extraktions- und Reinigungsmethode dieses 
Produkts findet man im zweiten Bande des ,,Handbuches der biologischen 
Arbeitsmethoden‘‘, herausgegeben von Abderhalden. 

Um die hamolytische und die hamagglutinierende Wirkung des Bili- 
rubins zu studieren, wurde folgendermaBen vorgegangen : 

Es wurden 2- bis 10° ,ige Suspensionen in physiologischer Ringer- 
l6sung von roten Blutkérperchen vom Menschen oder vom Rind, die zweimal 
mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen waren, hergestellt. AuBer- 
dem wurden fiir jeden einzelnen Versuch besonders 1 °,ige Losungen von 
Bilirubin hergestellt, das durch Zusatz von n/10 Natronlauge in das 
entsprechende Natriumsalz iibergefiihrt wurde. 

In der ersten Versuchsreihe wurde darauf Bedacht genommen, die 
Bilirubinlésungen sofort nach ihrer Bereitung zu benutzen. 

Bei anderen Versuchen wurden Bilirubinldsungen verwendet, die 
vorher einige Stunden an der Luft und im direkten Sonnfnlicht gestanden 
hatten, nachdem man Wasserstoffsuperoxyd in Spuren zugesetzt hatte, 
um auf diese Weise die Oxydation und teilweise Verwandlung des Bili 
rubins in Biliverdin zu bewirken; diese Lésungen hatten die dunkelrote 
Farbung des Marsalaweins, die fiir die Lésungen reinen Bilirubins charak- 
teristisch ist, eingebiiBt und die smaragdgriine oder dunkelgriine Farbe 
des Biliverdins angenommen. 

In anderen Versuchsreihen wurden die Proben mit Mustern von Bilifein 
und Biliprasin (von der Firma T'rommsdorf) durchgefiihrt. 

Bestimmte Volumina der | °,igen Lésungen von Bilirubin (von 0,4 bis 
etwa 0,005) wurden auf mehrere Reagenzréhrchen (6 cm hoch und von 
lem Durchmesser) verteilt; hierauf wurden sie durch den Zusatz von 
Suspensionen von roten Blutkérperchen auf lecm aufgefiillt. Um die 
beiden Fliissigkeiten gut miteinander zu vermischen, wurden die Reagenz- 
rohrchen dreimal umgekehrt, wobei darauf geachtet wurde, daB die Off- 
nung mit paraffiniertem Flie8papier verschlossen blieb; auf diese Weise 
erhielt man _ Bilirubin- konzentrationen, die zwischen etwa 1: 500 und 
1: 20000 lagen. 

Hierauf wurden die Reagenzréhrchen in den Brutschrank bei 36 bis 
40° C gestellt oder bei Zimmertemperatur (14 bis 18°C), vor Licht geschiitzt, 
stehengelassen. 

Das Ablesen des Standes der Hamolyse erfolgte nach mehreren Stunden 
und auch am niéchsten Tage; die Agglutination wurde makroskopisch 
sofort und nach mehreren Stunden beurteilt ; die makroskopischen Resultate 
wurden mit dem mikroskopischen Befund des Sediments verglichen. 
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In allen Versuchen wurden Kontrollproben mit Suspensionen von Ery- 
throcyten allein oder mit Suspensionen von Erythrocyten gemacht, zu denen 
1°, ige Kochsalzlésung in einer der zu untersuchenden Bilirubinlésung 
der Hauptversuche entsprechenden Menge zugesetzt wurde. 

Es wurden auch Versuche durchgefiihrt, in denen die Agglutination 


ex tempore im hangenden Tropfen beobachtet wurde. 


III. Versuchsresultate. 
Erste Versuchsreithe. 
Haimagglutinierendes und hamolytisches Vermégen reinen 
Bilirubins. 
Versuch 1 (23. Januar 1930). 
5°oige Suspension menschlicher Erythrocyten in Ringer- 
0,40 cem einer 1°%,igen Bilirubinlésung ergeben bei 
Hamolyse 


Temperatur 35°. 

lésung. 0,20 und 

Ablesung nach 16 Stunden Agglutination 

Mikroskopisch: Amorphe Massen von lebhaft orangegelber Farbung. 

trolle: 0,20 und 0,40 cem physiologische Kochsalzlésung, Agglutination und 
Hamolyse: negativ, Erythrocyten gut erhalten. 


Kon- 


Versuch 2 (31. Januar 1930). 
Temperatur 35°. 5°,ige Suspension menschlicher Erythrocyten in Ringer- 
lésung. Bilirubin 0,10 bis 0,20 bis 0,30 cem; Ergebnisse wie bei Versuch 1. 
Kontrolle 0,10 bis 0,20 bis 0,30 cem; Ergebnisse wie bei Versuch 1. 


Versuch 3 (26. Februar 1929). 

Rindererythrocyten in Ringerlésung 
Bilirubin (1° ig) 0,01 bis 0,08 cem. 
Kontrollen: Agglutination und 


18°C. 2,5°% ige Suspension von 

Ablesung nach 3 Stunden, 20 Minuten. 

Agglutination +++, Hamolyse: negativ. 
Hamolyse negativ. 

Versuch 4 (7. Februar 1930). 


35°C. 10°,ige Suspension menschlicher Erythrocyten in Ringerlésung. 





Big) |_Asetatination, Ablesung nach | fiemelyee, |  Mikroskopischer 
eem 1 Std. 6 Std. 24 Std. 24 Std. 

0,01 ++—/++- +++ ——-——-— | Zusammengeballte, 

gut erhaltene 
Erythrocyten 

0,02 se eae eo oe + as i ae Dasselbe 

0,98 + sandiel Ws adic atieeee ibs ale ulin > =—- . 

0,04 + ‘tits ies? in, sie Zita ak ete, ie iaiaamiaes Erythrocyten 
zusammengeballt, 
etwas deformiert 

0,05 -—— | ++ — | +4 -—-—— Dasselbe 

0,06 seine r$e+hbttt + ee com cme ” 

0,07 sy leet als ae le = dicen eiaenalimrataat ve 

0,08 + +- TTT! eT FT t+ t—-— Erythrocyten 
zusammengeballt, 

deformiert 

0,09 tm — tee) ttt ll et EH Dasselbe 


gut erhalten und nicht 


Samtliche Kontrollen negativ; die Erythrocyten 
zusammengeballt. 
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Versuch 5 (11. Marz 1930). 


2°.,ige Suspension roter Blutkérperchen (vom Rind). Frisch bereitete 
Bilirubinlésung. Mikroskopische Untersuchung sofort nach Mischung. 





Bilirubin (1° 9) Suspension roter Konzentration Agglutination im 
eem Blutkérperchen des Bilirubins hangenden Tropfen 
0,10 0,90 1: 1000 a oe 
0,01 0,99 1: 10000 + 4 
0,01 1,99 1: 20000 . -_ 
0,01 2,99 1: 30.000 pir 
0,01 3.99 1:40000 
0,01 4,99 1 : 50 000 
0,00 3,00 _ 

0,00 5,00 


In den Versuchen 1 und 2 iibte das Bilirubin in von 1: 1000 bis 
1: 200 ansteigenden Konzentrationen auf die roten Blutkérperchen 
des Menschen bei 37° C sowohl eine starke hamolytische als auch agglu- 
tinierende Wirkung aus. 

Im Versuch 3 hatte das Bilirubin in von 1 : 10000 bis 1 : 3000 an- 
steigenden Konzentrationer, nach 3 Stunden bei 18° C keinerlei hamo- 
lytische Wirkung auf die roten Blutkérperchen des Rindes ausgeiibt, 
wahrend es eine stark agglutinierende Wirkung gezeigt hatte. Im Ver- 
such 4 hatte das Bilirubin in zwischen 1: 10000 und 1: 8000 sich 
bewegenden Konzentrationen eine stark agglutinierende Wirkung 
entfaltet, ohne irgendwelche haimolytische Wirkung auf die roten 
Blutkérperchen des Menschen bei 35°C zu besitzen, dagegen zeigte 
es in starkeren Konzentrationen (1 : 7000 bis 1 : 2000) neben der agglu- 
tinierenden auch eine hamolytische Wirkung; bemerkenswert_ ist 
dabei, daB die Agglutination zunachst in jenen Reagenzréhrchen 
auftrat, in denen die Konzentrationen des Bilirubins relativ geringer 
waren (paradoxes Phaénomen). 

In Versuch 5, wo die Ablesung unter dem Mikroskop im hangenden 
Tropfen erfolgte, erwies sich die Agglutination am starksten bei Konzen- 
trationen von 1: 1000 bis 1: 10000; als schwach, aber noch immer 
als positiv bei solehen von 1: 20000 bis 1: 30000; bei schwacheren 
Konzentrationen fiel sie negativ aus. Bei diesen Versuchen wurde die 
Beobachtung gemacht, daB die roten Blutkérperchen in den Reagenz- 
réhrehen, wo es zur Agglutination gekommen war, eine goldgelbe 
Farbe zeigten, die im Vergleich mit den agglutinierten roten Blut- 
kérperchen sich in der intererythrocytaren Fliissigkeit sehr satt und auch 
diffus ausnahm, wahrend diese Fliissigkeit selbst gegeniiber den nicht 
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agglutinierten Erythrocyten farblos erschien; diese Beobachtung 
stimmte mit der mit bloBem Auge wahrnehmbaren Tatsache iiberein, 
da®B die tiber den Erythrocyten stehende Fliissigkeit nach der Agglu- 
tination gegeniiber der Kontrollprobe einer Bilirubinlésung von gleicher 
Konzentration leicht gefarbt war. 

Dieser Befund legt den Gedanken nahe, daB das Bilirubin von 
den Erythrocyten adsorbiert wird. Die Adsorption des Bilirubins 
seitens der roten Blutkérperchen und das gleichzeitige Auftreten des 
,paradoxen Phinomens‘ sind zwei Tatsachen, die fiir die allgemeine 
chemisch-physikalische Theorie des Mechanismus der Agglutination 
der roten Blutkérperchen von hohem Interesse sind. 


Zweite Versuchsreihe. 
Himagglutinierendes und hamolytisches Vermégen des teilweise 
in Biliverdin verwandelten Bilirubins. 
Versuch 1 (28. Februar 1930). 


37°C. 2°%,ige Suspension von Rindererythrocyten in Ringerlésung. 





1° oige, 
in Biliverdinlésung Agglutination, Hamolyse, 


verwandelte Ablesung nach Ablesung nacl Mikroskopischer Befund 
Bilirubinlésung 16 Std. 20 Std. 
ecm 
0,10 + + -+ ———— — Rote Blutkérperchen 
gut erhalten und 
agglutiniert 
0,20 +++ —-— —— — Rote Blutkérperchen 
(Ablesung (Ablesung gut erhalten, schwach 
undeutlich) undeutlich) agglutiniert 
0,30 +++ _———-— — Dasselbe 
(Ablesung (Ablesung 
undeutlich) undeutlich) 


Kontrolle mit 1°/,iger NaCl-Lésung: Agglutination und Hamolyse negativ. Rote 
Blutkérperchen gut erhalten und nicht zusammengeballt. 


Versuch 2 (13. Februar 1930.) 


37°C. 10°%ige Suspension von Rindererythrocyten in Ringerlésung. 





1° ,ige, 
in Biliverdinlésung Agglutination, Ablesung nach Himolyse, 
verwandelte Ablesung nach 








Bilirubinlésung ——- a . — 48 Std. 
ecem 1 Std. 24 Std. 48 Std. 
0,02 ++ +++ ++4 ———-- 
0,04 ++— +++ +++ —_——- 
0,06 4+ — +++ +++ | ———-- 
0,08 +—- +++ +44 - — 
0.10 +—— ++ 4 x a Selb ten atte 


0,00 








ite 





Biochemische Eigenschaften der Gallenpigmente. I. 283 


Versuch 3 (13. Februar 1930). 


37°C. 10°,ige Suspension von Rindererythrocyten in Ringerlésung. 





1° ,ige, 

in Biliverdinlésung Agglutination, Ablesung nach Hamolyse 
verwandelte Ablesung nacl 
Bilirubinlésung 48 Std 

ecm 1 Std. 24 Std 48 Std 

0,02 of. - a ol 4. of ome om 

0.06 wile - 

0.00 _— en . 


Versuch 4A (21. Februar 1930). 


14°C. 2,5° ,ige Suspension von Rindererythrocyten in Ringerlésung. 





Bilirubjaiocung a Ses, ee eee ableone aa 
ecm 1 Std % Std 24 Std 24 Std 
0.03 whe af of i 4 . a n ~ 
0.06 i. 4. Lf. 4 a oho 
0,09 ++ 4 + + + + 4 + + 
0,00 —_— = — . ee 


Versuch 4B (21. Februar 1930). 


14°C. 2,5°% ige Suspension von Rindererythrocyten in Ringerlésung. 





1°/,ige, 
in Biliverdinlisung Agglutination, Ablesung nach Himolyse 
verwandelte ({blesung nach 
Bilirubinlésung 24 Std 
cem 1 Std. 3 Std. 24 Std 
0.03 +— 
0.06 al ‘ 
0.09 he _ i. af be ahs of 
0,00 — — - -- - 


Versuch 4C (21. Februar 1930). 


14°C. 2,5°,ige Suspension von Rindererythrocyten in Ringerlésung. 





,. 1 oige Agglutination, Ablesung nach Hamolyse, 
Biliprasinlosung * Ablesung nach 


ecm 1 Std. 6 Std 24 Std 244 Std 


0,03 — - — ——- -- 
0,06 — —— 1 
0,09 pee a ok peor aes 


0,00 en die . 


Versuch 4D (21. Februar 1930). 


14°C. 2,5°% ige Suspension von Rindererythrocyten in Ringerlésung. 





1° /oige Agglutination, Ablesung nach Hamolyse 
Bilifeinlésung ea — Ablesung nach 

ecm 1 Std. 3 Std. 24 Std. 24 Std 

0.03 he ein De f. fh. <f. 4+. + 

0,06 f+ + + + 

0,09 1. of ob 


0,00 sige — * 
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Versuch5A (19. Februar 1930). 





10°,ige Suspension von Rindererythrocyten 
in Ringerlésung. 





1 °/oige Bilirubin- 
lisung 


ecm 


0.02 
0,06 
0,10 
0,00 


39° C. 


Agglutination, Ablesung nach Himolvse, Ablesung 


nach 24 Std. 


1 Std. 16 Std. 24 Std. 

++4 +++ +++ ++++ 
+++ +++ +++ t+++4+ 
+++ + + ++ + ++ 


Versuch 5B (19. Februar 1930). 





10°/,ige Suspension von Rindererythrocyten 
in Ringerlésung. 





1 ° »ige in Bili- 
verdinlisung ver- 
wandelte Billirubin- 


lisung 


cem 


0,02 
0.06 
0,10 
0,00 


39°C. 


Agglutination, Ablesung nach Hamolyse, Ablesung 


nach 24 Std. 


‘1 Std 16 Std. 24 Std. 
ae ae ++— a —_ oo 
Versuch 5c (19. Februar 1930). 


10°/,ige Suspension von Rindererythrocyten 
in Ringerlésung. 





1 °/,ige Biliprasin- 
ljésung 
cem 


0,02 
0.06 
0,10 
0,00 


39°C. 


Himolyse, Ablesung 


Agglutination, Ablesung nach 
rom: , nach 24 Std. 


1 Std. 16 Std. 24 Std. 


Versuch 5D (29. Februar 1930). 
10°/,ige Suspension von Rindererythrocyten 
in Ringerlésung. 





1 °/,ige Bili- 
feinljsung 
ecm 


0,02 
0,06 
0,10 
0,09 


Agglutination, Ablesung nach Hamolyse, Ablesung 


nach 24 Std. 





24 Std 


~ 1 Std. 16 Std. 

+—— ++— ++— ++++- 
a +++ +++ ++++4+ 
+ —— +++ +++ +++ 





ng 


ng 


ng 


ng 
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Versuch 6 (10. Marz 1930). 


38°C. 2° >ige Suspension menschlicher Erythrocyten in Ringerlésung. 





1 °/,ige Biliprasin- 


lésung Agglutination, Hamolyse, 


; Ablesung nach 16Std. Ablesung nach 24 Std. 
cem 


0,02 ~_ 

0.04 +—- 
0,06 + 

0.08 + — — 
0,10 = “tae geal 
0.12 + — — 
0,15 + —— 
0.18 +—— 
0.20 + — — 
0,22 - 
0,25 + —- 
0,00 —_— — —- — 
0,00 a . 


bth 


| 
+ 


l++++++4+4+4 | 
t 


+44 


L++++++++4+4+4 
+44 


Im Versuch 1 zeigte das bei steigenden Konzentrationen von 
1: 1000 bis 1: 800 nur teilweise in Biliverdin verwandelte Bilirubin 
Agglutinationsvermégen gegeniiber den roten Blutkérperchen des 
Rindes bei 37°C, wahrend ein hamolytisches Vermégen sich nicht 
nachweisen lieB. 

In den Versuchen 2 und 3 rief das Bilirubin, welches bei Konzen- 
trationen zwischen 1: 9000 und 1: 1000 teilweise in Biliverdin um- 
gewandelt wurde, zwar eine starke Agglutination, abér keine Hamolyse 
der roten Blutkérperchen des Rindes bei 37°C hervor. 

Im Versuch 4, in dem das Bilirubin unmittelbar nach seiner Her- 
stellung eine Suspension von Rinderbluterythrocyten bei 14° C himo- 
lysierte und agglutinierte, agglutinierte es zwar noch nach _ seiner 
Oxydation und seinem teilweisen Ubergang in Biliverdin bei gleichen 
Konzentrationen die gleiche Suspension von Erythrocyten, war aber 
nicht imstande, Hamolyse zu bewirken. 

Andererseits wurde die gleiche Suspension von roten Blutkérper- 
chen in Ringerlésung bei 14°C von einer 1°, igen Lésung von 
mit Natronlauge neutralisiertem Bilifein (7’rommsdorf) agglutiniert 
und hamolysiert. Dieses Resultat ist eine Bestatigung des vorher- 
gehenden, denn es ist bekannt, da Bilifein und Bilirubin identisch sind. 

Dieselbe Suspension von roten Blutkérperchen wurde von 
einer 1° igen Lésung von Biliprasin T’rommsdorf nur sehr wenig 
himolysiert, aber nicht agglutiniert. 

Im Versuch 5, in dem eine Lésung des Bilirubins unmittelbar 
nach ihrer Bereitung eine Suspension von Rinderbluterythrocyten 
in Ringerlésung bei 38° C zwar hamolysierte und agglutinierte, auberte 
sich ihre Wirkung nach ihrer Oxydation und ihrem teilweisen Ubergang 
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in Biliverdin bei gleichen Konzentrationen im Ausbleiben der Hamolyse 
der namlichen Suspension von roten Blutkérperchen und in einer 
schwachen Agglutination derselben. 

Die gleiche Lésung von roten Blutkérperchen wurde von einer 
1° igen Lésung von Bilifein agglutiniert und hamolysiert, wahrend 
sie von einer 1°,igen Lésung von Biliprasin weder agglutiniert, noch 
hamolysiert wurde. 

Es geht aus dem sechsten Versuch hervor, daB das Biliprasin 
in Konzentrationen, die héher liegen als die vorherigen, die mensch- 
lichen roten Blutkérperchen weitgehend aufzulésen vermag, wahrend 
die Agglutination nicht eindeutig oder nur ganz geringfiigig ist. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Das Bilirubin besitzt ein erhebliches hamagglutinierendes 
und hamolytisches Vermégen gegeniiber den in physiologischer Ringer- 
lésung suspendierten Erythrocyten. Es iiberwiegt jedoch sein ham- 
agglutinierendes iiber sein hamolytisches Vermégen, in dem Sinne, 
daB das hamagglutinierende Vermégen unmittelbar nach dem Zusatz 
des Bilirubins auftritt, wahrend das hamolytische Vermégen sich erst 
spater einstellt. Die Hamagglutination kann innerhalb bestimmter 
Grenzen der Konzentration noch stark sein, wahrend das hamolytische 
Vermégen bereits verschwunden sein kann. Die unterste Konzen- 
trationsgrenze, bei der das hamagglutinierende Vermégen des Bili- 
rubins zur Geltung kommt, entspricht annahernd einer Konzentration 
von etwa 1 : 20000. 

2. Das teilweise zu _Biliverdin oxydierte Bilirubin weist eine erheb- 
liche Herabsetzung seines haimagglutinierenden Vermégens und eine 
Verminderung seines hamolytischen Vermégens bis zum vollstandigen 
Verschwinden gegeniiber den in physiologischer Ringerlésung suspen- 
dierten Erythrocyten auf (wenigstens gilt dies fiir die Konzentrationen, 
die noch den Nachweis der Hamolyse zulassen, soweit dies bei der 
grinen Farbung des Biliverdins méglich ist). 
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Weiterer Beitrag zur Fuchsschen Reaktion 
der Serodiagnostik des Carcinoms. II. 


Von 
Bessie H. E. Cadness und (€. G. L. Woll. 


(Bonnett Memorial Laboratory, Addenbrooke’s Hospital, Cambridge.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1931.) 


Die Fuchssche Reaktion unterscheidet sich von der Mehrzahl 
der Reaktionen, welche die Gegenwart von proteolytischen Fermenten 
im Krebsserum verwerten, dadurch, daB das dafiir notwendige Substrat 
nicht spezifiziert ist, sondern aus gew6hnlichem normalen Menschen- 
fibrin besteht. Das erméglicht es, die Methode im taglichen Labora- 
toriumsbetrieb zur Krebsdiagnostik heranzuziehen. 

Fuchs kniipfte an die Beobachtungen von Abderhalden' und von 
Stephan und Wohl? an! Nach Abderhalden enthalt, das Serum in der 
Norm kein proteolytisches Ferment, sondern nur bei gewissen Zu- 
standen, wie in der Schwangerschaft und beim Carcinom. Stephan und 
Wohl, die unzweifelhaft Carminfibrin aus tierischem Blut verwandten, 
fanden eine proteolytische Wirkung. Nach Fuchs lassen sich die positiven 
Befunde von Stephan und Wohl durch die Verwendung eines heterologen 
Fibrins erklaren, wahrend in den Versuchen von Abderhalden die 
Proteolyse vermibt wurde, weil Serum und Substrat homolog waren. 
Die experimentelle Priifung bestatigte die Vermutung von Fuchs 

Nach Fuchs* kommt es beim Zusammenbringen von homologem 
Fibrin und Serum praktisch zu keiner Proteolyse. Mischt man dagegen 
Serum und Fibrin, die von verschiedenen Tieren stammen, so bemerkt 
man nach 24stiindiger Einwirkung bei 37° Zunahme des Reststickstoffs. 
Durch diese Ergebnisse wurde Fuchs veranlaBt, die Wirkung des Krebs- 
serums auf Fibrin zu untersuchen, das aus dem Blute von Patienten 
ohne maligne Erkrankung stammte. Fuchs* fand, daB Krebsserum 


1 Abderhalden, Die Abderhaldensche Reaktion 1922. 
* Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 24, 391, 1931. 
3 Diese Zeitschr. 170, 76, 1925. 


4 Ebendaselbst 175, 185, 1926. 
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Normalfibrin abbaut, waihrend es auf das Fibrin aus dem Blute von 
Krebskranken nicht einwirkt. SchlieBlich reagiert Fibrin aus malignem 
Blut mit Normalserum. 

Diese Resultate wurden weitgehend von Wright und Wolf! be- 
staitigt, welche in mehr als 100 unausgewahlten Fallen fanden, daB 
Sera mit negativer Reaktion niemals bei Patienten vorkamen, bei denen 
klinisch ein maligner Tumor diagnostiziert worden war. Sie bestatigten 
die Beobachtung von Fuchs, daB ein Krebsserum gelegentlich anstatt 
der gew6hnlichen Reaktion mit Normalfibrin eine sogenannte ,,[mmu- 
nitatsreaktion’’ gibt, nimlich einen sehr kleinen Stickstoffwert, der 
sehr viel kleiner ist als der, den man bei Normalserum mit demselben 
Fibrin erhalt. 

45 Falle, bei denen klinisch Carcinom diagnostiziert war, gehérten zu 
100°, in die zwei Gruppen mit positiver Reaktion oder sogenannter 
Immunitiétsreaktion. Andererseits gaben von 55 nichtmalignen Fallen 
14 (25°) eine positive Fuchssche Reaktion. Operation oder Behandlung 
der Geschwulst mit Radium verwandeln eine positive Reaktion in eine 
negative. 

Van der Scheer? war nicht imstande, die Fuchsschen Beobachtungen 
mit heterologen Tierseren und Fibrin zu bestatigen. Neuerdings hat 
Yokota® in dieser Zeitschrift eine Reihe von Versuchen beschrieben, 
welche den Resultaten von Fuchs sowie von Wright und V/olf wider- 
sprechen. Wir kommen spater darauf noch zuriick, aber es soll hier 
schon darauf aufmerksam gemacht werden, daB Yokota seine Fibrin- 
proben auf 51° erhitzte, ein Vorgehen, das nach unserer Ansicht geeignet 
ist, die Oberfliche zu zerstéren, von der unzweifelhaft die Reaktion 
abhingt. Loeper, Faroy und Tonnet* haben vielleicht zuerst die An- 
wesenheit eines proteolytischen Ferments im Krebsserum beschrieben. 
Sie benutzten eine 2°,ige Peptonlésung als Substrat und verfolgten 
den Ablauf der Reaktion mit der Formolmethode. Sie fanden, daB die 
Krebssera einen gréBeren Ausschlag als Normalsera gaben. 

Die von Rebaudi*® beschriebene Enzymreaktion ist wahrscheinlich 
verschieden von den hier erérterten Reaktionen. In diesem Falle besteht 
das diagnostische Antigen in einem ZelleiweiB, das iiber die Peptonstufe. 
aber nicht bis zur Aminoséurestufe abgebaut ist. Der Abbau wird durch 


die Ninhydrinreaktion festgestellt. Rebaudi und seine Mitarbeiter be- 
haupten, daB sie bei Fallen von Krebs im Friihstadium 83°, positive 


Reaktionen erhielten. Von Interesse ist es, daB sie bei vorgeschrittener 
Krebserkrankung manchmal negative Reaktion feststellten, analog der 


Journ. of Cancer Research 14, 370, 1930. 
Journ. of Immunology 18, 17, 1930. 
Diese Zeitschr. 232, 58, 1931. 

C.r. Soc. Biol. 83, 993, 1920. 
Neoplasmes 9, 99, 1930. 
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. [Immunitaétsreaktion®* von Fuchs. Bei der Darstellung der Antigene aus 
Carcinomen verschiedener Herkunft soll ein héherer Grad von diagnostischer 
Spezifitét erreichbar sein als bei der Reaktion von Fuchs. Was aber den 
praktischen Nutzen angeht, so gleicht sich dieser Vorteil insofern wieder 
aus, als die Darstellungsmethode nicht bekanntgegeben wurde und man 
das Untersuchungsmaterial fiir diagnostische Zwecke nach Italien senden 
mub. 

In bezug auf die wichtige Frage, ob im Fibrin, das ohne Erhitzen 
dargestellt wird, sich Ferment findet, sind die Ansichten geteilt. 1894 
faBte A. Dastre! die Angaben vieler Autoren zusammen. Die Reihe 
beginnt 1838 mit Denis, der die Léslichkeit des Fibrins in verschiedenen 
Salzlésungen fand. Dastre fabte den ProzeB als eine rein chemische 
Hydrolyse auf, die zur Bildung von zwei Globulinen und verschiedenen 
Proteosen fiihrt. Gekochtes Fibrin fand er unléslich. 

Hekma* untersuchte die Eigenschaften der Gele, welche bei der 
Lésung von Fibrin in Alkali und Saure bei Zimmertemperatur ent- 
stehen. Er fand, daB die Zufiigung von Serum zur Wiederausfallung 
des Fibrins fiihrt. Herzfeld und Klinger® fanden, daB bei der Wieder- 
ausfallung der Fibrinlédsung eine globulinartige Substanz entsteht. 
Andererseits glaubte Rulot4, daB die Fibrinolyse durch das Freiwerden 
von Leucocytenfermenten bewirkt wird. Nolf> dachte an trypsinartige 
Fermente. 

Rosenmann® fand Fibrin viel leichter léslich in 8°,iger Kochsalz- 
lésung als in 0,6°,iger. Er stellte ein von Leucocyten freies Plasma- 
fibrin dar, das im frischen Zustand gegen Salzhydrolyse widerstands- 
fahiger als gew6hnliches Fibrin war, aber diese Eigenschaft nach 
2 Wochen verlor. Er nahm an, daB autolysiertes Fibrin eine bestimmte 
Verdauungswirkung auf frisches Fibrin hat und isolierte aus dem 
Verdauungsgemisch mit Hilfe von Alkoholfallung ein ,,Fibrinolysin*. 

Neuerdings versuchte Yokota’, der iiber die Fuchssche Reaktion 
arbeitete, dessen Resultate zu widerlegen, indem er an die Wirkung 
der Salze auf Fibrin ankniipfte, die er als Extraktion einer im Fibrin 
vorhandenen Protease auffaBt. Die Tatsache, daB eine ahnliche Salz- 
hydrolyse fiir Casein zu beobachten ist (vgl. Hedin und Masai*) und fiir 
Trocken-Placentasubstrate, die ohne Erhitzen dargestellt wurden, 
wie im Versuchsteil ausgefiihrt wird, spricht jedoch nicht zugunsten 


' Arch. de Physiol. 6, 464, 1894. 

Diese Zeitschr. 62, 161, 1914; 63, 184, 204, 1914. 
Ebendaselbst 83, 228, 1917. 

Malys Jahresber. f. Tierchem. 1904, S. 254. 
Ebendaselbst 1905, S. 193. 

® Diese Zeitschr. 112, 98, 1920. 

Diese Zeitschr. 232, 58, 1931. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 100, 263, 1917. 
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der Anwesenheit einer spezifischen Protease im Fibrin. Speziell bei 
der Fuchsschen Reaktion ist zu bedenken, daB der Effekt der Salz- 
hydrolyse dadurch ausgeglichen wird, daB das Serum solche Lésungen 
wieder ausfallt. 

Yokota konnte die Resultate von Fuchs und von Wright und Wolf! 
beim Krebsserum nicht bestaétigen. Seine Versuche iiber das Blut von 
Tieren mit unterbundenem und durchschnittenem Pankreasgang 
beweisen, daB das Pankreas keine besondere Vorzugsstellung gegeniiber 
anderen Organen in der Fahigkeit besitzt, die Serumprotease zu er- 
ganzen. 

Waldschmidt- Leitz und Schaffner? berichten iiber das Vorkommen der 
Zellproteinase, Kathepsin, im aktivierten Zustand in malignen Tumoren. 
Dieses Ferment hat sein py-Optimum bei neutraler Reaktion, und es ist 
von Interesse, sich tiber seine Identitaét mit dem Enzym von Fuchs 
klar zu werden. Es kann durch verschiedene Substanzen wie Glutathion, 
HCN, H,S8 und auch durch einen unbekannten biologischen Aktivator 
,,Zookinase‘‘, welcher, wie es scheint, beim Beginn der Autolyse eines 
Organs oder eines Gewebes gebildet wird, aktiviert werden. Kathepsin 
wird von C-y-Aluminiumhydroxyd in saurer Lésung nicht adsorbiert, 
was mit unseren Befunden beim Fuchsschen Enzym iibereinstimmt. 


Versuchsteil. 

Die Versuche tiber die Fuchssche Reaktion wurden in drei Haupt- 
richtungen angestellt : 

A. Weitere Beweise fiir den Wert der Reaktion fiir die Sero- 
diagnostik des Carcinoms werden beigebracht. 

B. Untersuchungen iiber den Mechanismus der Reaktion zwischen 
dem Fibrin und dem Serum wurden nach folgenden Richtungen an- 
gestellt: 

1. Weitere Versuche iiber die Wirkung des Radiums auf die Fuchs- 
sche Reaktion. 

2. Versuche iiber die Wirkung der Aufbewahrung in der Kalte auf 
Fibrin und Serum. 

3. Versuche iiber die Wirkung des Heparins auf die Reaktion. 

4. Feststellung der Wirkung des Erhitzens auf das Fibrin. 

5. Versuche iiber die Wirkung verschiedener Pufferlésungen auf 
das Fibrin. 

C. Bemiihungen zur Isolierung des Enzyms. 

Die angewandte Technik ist die friiher von Wright und Wolf be- 


schriebene 3. 


1 Journ. Cancer Research 14, 370, 1930. 
2 Naturwissensch. 18, 280, 1930. 
® lc. 
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5 mg Fibrin werden in ein steriles Réhrchen zusammen mit | ccm des 
zu untersuchenden Serums (unter sterilen Kautelen gewonnen) getan und 
bei 37° fiir 24 Stunden unter eine Glocke gestellt, unter der sich ein offenes 
Becherglas mit Chloroform befindet. Ein Parallelversuch ohne Fibrin 
wird angesetzt. Sterilitatspriifungen nach AbschluB der Brutschrankzeit 
fallen vollstandig befriedigend aus. In keinem Falle ist es méglich, positive 
Kulturresultate zu erhalten. 

Nach der Bebriitung werden die EiweiBkérper durch Zufiigung von 
ll cem Trichloressigséure (2,5°,) ausgefallt und durch kleine Whatman 
Filter (Nr. 40) abfiltriert. Der Stickstoff in 8 cem des Filtrats wird mit det 
Mikrokjeldahlmethode bestimmt. Die Veraschung wird nach van Slyke 
ausgefiihrt '. 

8cem Filtrat und 1 cem einer Mischung von 3 Teilen Schwefelsaiure 
und | Teil Phosphorséure werden iiber einer kleinen Flamme bis zum Auf- 
treten von weiBen Dampten erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird | g¢ N-freies 


Kaliumpersulfat und 1 cem destilliertes Wasser hinzugefiigt. Dann wird 
kurz erhitzt, bis wieder weiBbe Dampfe erscheinen. Nach 2 Minuten. langer 
Abkiihlung werden 20 ccm destilliertes Wasser hinzugefiigt. Dann wird 


destilliert mit der Wolfschen Modifikation der Mikrokjeldahlapparatur®. 

Ein Vergleich der mit der Destillationsmethode erhaltenen Resultate 
mit den Resultaten nach van Slykes gasometrischer Methode? bestatigt 
die Genauigkeit der Methode. Jedoch liegen die gasometrischen Resultate 
ein wenig héher als die Resultate der Destillationsmethode. 

Die Schwierigkeiten in der Beschaffung des Fibrins, mit denen wir 
bei unseren friiheren Arbeiten zu kampfen hatten, fielen jetzt fort, da 
Fibrin bei der Aufbewahrung im Kiihlschrank bei 1° C waéhrend 6 Monaten 
fiir die Fuchssche Reaktion geeignet zu bleiben scheint. So war es méglich, 
die folgenden langen Reihen von Fallen mit dem Normalfibrin Z zu unter- 
suchen. 

(Fibrin Z mit Normalserum — 0,028 mg N.) 





Name Diagnose Differenz 1 Differenz 2 


Nichtmaligne Falle geben Normal-N 


We Arthritis 0,028 0 

o. &. Appendicitis 0.028 0 

M. R. - 0,028 0 

R. S. 2 0,028 0 

2. St. i 0,032 0,004 
x Endometritis 0,033 0,005 
M. B. Uleus ventriculi 0,030 0.002 

Maligne Falle mit F'uchsscher Reaktion 

a. FF Ca-Recti 0,112 0,084 
oe. 6. oto 0,075 0,047 
H. G. - a 0.078 0.050 
A. H. a i 0,087 0.059 
M. D. Ca-Cervix-Ut. 0.076 0.048 
E. W Ca-Ventric 0,083 0,055 
ails - 0,00 — 0,028 
mw. Hi. Ca-Oesoph. 0.021 — 0.007 
Zz. ©. Sarcoma Palat 0,054 0,026 


Journ. of biol. Chem. 71, 243, 1927. 
2 Ebendaselbst 71, 235, 1927. 
3 Journ. of Physiol. 49, 89. 1914. 
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Name Diagnose Differenz 1 Differenz 2 


Nichtmaligne F alle mit Fuchsscher Reaktion 


M. N. Uleus ventriculi 0,060 0.032 
H. B. ‘ 0,052 0,024 
R. M. “i pe 0,075 0,047 
W. M. x ‘s 0,067 0,039 
F. C. Nephritis 0,066 0,038 


Ergebnis. Von einer Reihe von 21 Fallen zeigen 7 nichtmaligne 
Fille keine Zunahme des Rest-N. Alle 9 untersuchten malignen Fille 
gaben eine positive Reaktion oder eine Fuchssche Immunitatsreaktion. 


Unter den 5 nichtmalignen Fillen, die eine positive Fuchssche 
Reaktion gaben, waren 4 Fille von Magengeschwiir und 1 Fall von 
Nephritis mit Albuminurie, bei dem proteolytische Fermente im Blute 
zu erwarten waren. 


Einige Resultate mit Fibrin Y finden sich in der folgenden Tabelle. 


Fibrin Y + Normalserum — 0,080 mg N. 





Name Diagnose Differenz 1 Differenz 2 
Se. Narben 0,080 0 

Tr. Myxoedema 0,075 — 0,005 
Fa. Ca- Uteri 0,105 0,025 
Go. i 0,103 0,023 
Wh. e 0,130 0,050 
Wa. Ca-Mammae 0,004 — 0,076 
Sm. Ca-Recti 0,008 — 0,072 
Es. Ca-Ventric. 0,049 — 0,031 
Ha. de 0,024 — 0,056 
Be. ee 0,043 — 0,037 


Ergebnis. Bei Anwendung von Fibrin Y gaben zwei nichtmaligne 
Fille keine Fuchssche Reaktion, drei Fille von Ca. cervic. uteri gaben 
eine positive Fuchssche Reaktion, und fiinf andere maligne Fille gaben 
die sogenannte ,,[mmunitatsreaktion“. 

Zwei der nichtmalignen Falle, welche eine positive Fuchssche Reaktion 
mit Fibrin Z gaben, wurden mit anderen Fibrinen untersucht. 


Fall: M. Ni. Uleus ventriculi. 
(Fibrin A + Normalserum —> 0,035 mg N) 
(Fibrin B + Normalserum —> 0,041 mg N) 





Substrate Differenz 1 Differenz 2 
Ni+FibrinA..... 0,045 0,010 
Ni+FibrinB. .... 0,080 0,039 
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Fall: F.Co. Nephritis. 
Co+ Fibrin A, 0,066—> 0,031 
Ergebnis. Die Resultate mit Fibrin Z werden durch die Resultate 
mit Fibrin A und B bestatigt. 


Andere Sera gaben mit Fibrin A folgende Resultate: 





Name Diagnose Differeuz 1 Differenz 

Si. Arthritis 0,085 0 

Th. Ca-Mediastini 0,077 0,042 

Ch. Ca-Recti 0,105 0,070 
B. 1. 


Die Wirkung des Radiums auf das Serum wurde in bezug auf die 
Fuchssche Reaktion nach zwei Richtungen untersucht : 

a) die sofortige Wirkung, 

b) die Spatwirkung. 

a) Bei einem Falle von Rectumcarzinom wurden zwei Blutproben 
entnommen, die eine 1 Stunde vor der Einfiihrung von zwei Radiumnadeln 
(unter A.lgemeinandsthesie), die andere 3 Stunden spéter. Jeder Versuch 
wurde doppelt ausgefiihrt, der gr6Bte Unterschied zwischen je zwei Doppel- 
bestimmungen betrug 0,007 mg N. 

Folgende Resultate wurden erhalten: 


(Fibrin A mit Normalserum —>» 0,035 mg ‘N.) 





ate ~ Diffe Diffe- 
Substrate mg N ate © ene 9 
1ecem Ch-Serum (1 Stunde vor Radium). . . . || 0,284 ‘9 105 0.07 
. s ‘ fe « = » ) + Fibrin A! 0,389 [f° ™" ; 
we ie (3 Stunden nach Radium) . . « «ft Cee i 0.035 Q 
ss 9 (3 » . » )+Fibrin A) 0,298 jj -"" 


Ergebnis. In diesem Falle war die Fuchssche Reaktion 3 Stunden 
nach der Radiumeinfiihrung vollstandig gehemmt. 

b) Das nach Bestrahlung gewonnene Serum wurde 20 Tage im 
Kiihlschrank aufbewahrt. Dann wurde es mit Fibrin A 24 Stunden bei 
37° zusammengebracht, um zu sehen, ob es seine proteolytische Kraft 
wiedergewinnen wiirde. 





, : Ditfe Diffe 

Substrate mg N renz 1 coed 5 
1 cem Ch-Serum (3 Stunden nach Radium) on 0,270 | 0.034 0.0001 
—_ mt (3 “ - - )+ FibrinA, 0,304 | 


Ergebnis. Da die proteolytische Kraft gegeniiber Fibrin innerhalb 


20 Tagen nach der Bestrahlung nicht zuriickkehrt, muB angenommen 
werden, daB das Radium das Ferment endgiiltig zerstért. 
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Ein &éhnlicher Versuch wurde mit Serum De bei einem Falle von 
Carcinom des Cervix angestellt. Der Fall war von Interesse, weil bei ihm 
schon vor 3 Monaten zur Beseitigung einer Hamorrhagie Radium ein- 
gefiihrt worden war. Die erste Blutentnahme wurde | Tag vor der erneuten 
EKintiihrung von zwei Radiumsulfatnadeln vorgenommen, die zweite 1 Tag 
spéter. Folgende Resultate wurden erhalten: 


(Fibrin Z mit Normalserum — 0,028 mg N.) 





Substrate mg N ad ed 

1 ecem De-Serum (1 Tag vor Radium) .... . 0,268 | ai 
a ‘ A ),048 
L-% ” i ~~ . ) +FibrinZ. . 0,344 || 0,076 0,04 
i (1, nach ee eee | ee 
; ‘ibrin £ “+ 02 
1 , » GS @ > s » ) +FibrinZ. .| 0,321 || 0,054 0,026 


Ergebnis. In diesem Falle verringerte die Einfiihrung der zweiten 





Radiumdosis die proteolytische Kraft des Serums gegeniiber Fibrin, 
aber die proteolytische Wirksamkeit wurde nicht ganz zerstért. 


B. 2. 
Der EinfluB der Aufbewahrung des Serums in der Kadlte auf die Fuchs sche 
Reaktion. 
Sera von zwei Carcinomfallen wurden im Kiihlschrank bei 2° C 
aufpewahrt und nach verschiedenen Zeitabschnitten gepriift, mit 
Fibrin zusammengebracht und in dér gewéhnlichen Weise bebriitet usw. 


Fall 8S. Fr.: Carcinoma recti. 


Resultat. (Fibrin Z + Normalserum — 0,028 mg N). 





Substrate mg N Differenz 1 Differenz 2 
Preenes DreGapame 2. 5k kc tte wm i 0,197 | " . 
ae pated 0,108 0,080 
= ” oe 0,305 = | il von 
1 Woche altes Fr-Serum ......... 0,198 | ne, 
Age ws 0 0,0 
‘a a - + FibrinZ.... 0,267 j 0,069 1 
4 Wochen ‘s ee ee 0,183 | . ‘ 
. eT ee P 0.0 0,03 
4 e a * + FibrinZ.... 0,242 | 59 031 


(Nach 4 Wochen bildete sich auf dem Boden des Réhrchens ein feiner 
Niederschlag, wodurch die niedrige Serumzahl fiir das Serum allein zu- 
stande kam.) 


Fall R.Z.: Mediastinaltumor. 
Resultat. . (Fibrin A + Normalserum — 0,035 mg N.) 





Substrate mg N Differenz 1 | Differenz 2 
a a a ay ee ee ee a 0,308 =| gaz anes 
. teen. ...-- tt oo 042 
3 Wochen altes 7-Serum. . ........ 0,309 | anes si 
3 ” * o + Fibrin A 4h See ee 0,357 | ,048 a 13 
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Ergebnis. Kalteaufbewahrung vermindert die proteolytische Kraft 
der Krebssera gegeniiber Normalfibrin. 


B. 3. 
Versuche mit Heparin. 


Heparin ist eine gerinnungshemmende Substanz, die zuerst von 
Howell aus Hundeleber dargestellt wurde; Heparin ist dem Anti- 
prothrombin ahnlich und besitzt groBe antitryptische Kraft. Fuchs 
berichtete neuerdings, daB sich in malignen Tumoren ein grober Uber- 
schuB von Antithrombin findet. Das gab den AnlaB zur Untersuchung 
des Einflusses von Heparinzusatz auf die Fuchssche Reaktion. 

Eine sterile Heparinlésung wird hergestellt durch Lésen von 5 mg in 
2cem Normalsalzlésung in einem sterilen Réhrchen, das fiir '/, Stunde in 
siedendes Wasser getaucht wird. 0,2 cem dieser Lésung werden fiir jeden 


Versuch verwandt. Ihre Wirkung wurde am Serum von zwei Fallen gepriift, 
bei einem Myxédem und einem Mammacarcinom, und zwar mit folgenden 
Ergebnissen. 


Fall Frau Tr. Myzxédem. 





(Fibrin X + Normalserum —> 0,129 mg N) 
(Fibrin Y + Normalserum —>» 0,080 mg N) 

Substrate mg N Differenz 1 
leem 7Jr-Serum re ae 0,289 L947 
1 ~ + FibrinX .. : gs 0.406 j gaa 
= “ + oe ae = Zim 0,864 0,075 
. » . + Heparin .... 0,390 | 9109 
BY i " + Fibrin X + Heparin Pe 0.409 | oe 
= a ot » Y+ . : Be 0,375 0,075 

Fall M. W. Mammacarcinom. 
leem W-Serum ' oe é ; (),242 | ) 
Ss. 
“heen _ +>Fbeex.... lili eps 67 So 
Rs " + Heparin . oe ox 0.244 | oot 
— a - 9 + FibrinX . L & 0.335 | y 


Ergebnis. In keinem von zwei Fallen bei Anwendung von zwei 
Fibrinproben hatte die Gegenwart von Heparin irgendeinen bemerkens- 
werten EinfluB auf die Fuchssche Reaktion. 

B. 4. 
Der EinfluB der Fibrinerhitzung. 

Bei Untersuchungen iiber die proteolytischen Fermente des Urins 
wurde gefunden, daB 2 Minuten langes Erhitzen des Fibrins die Proteo- 
lyse, die gewéhnlich durch Acetonniederschlige des Urins bewirkt 
wird, die nach Abderhalden und Buadze* hergestellt wurden, verhindert. 


1 Amer. Journ. Physiol. 47, 328, 1918. 
2 Fermentforschung 11, 305, 1930. 
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Das stimmt mit verschiedenen Angaben in der Literatur iiberein!. 
Ks ist interessant, wie sich die Sache bei der Fuchsschen Reaktion verhalt. 

Die Versuche wurden ausgefiihrt bei den Sera von vier Carcinom- 
fallen, von einer Nephritis und von einer Arthritis. Wir gingen immer 
folgendermaBen vor: 

Sechs sterile Reagenzglaser wurden vorbereitet, von denen jedes 
0,5cem steriles, destilliertes Wasser enthielt. Zu zwei Proben wurden je 
5mg Fibrin getan. Die Réhrchen wurden dann 2 Minuten in siedendes 
Wasser gebracht und nach dem Abkiihlen in zwei weitere Réhrchen Fibrin 
gebracht. SchlieBlich wurde 1 cem des zu untersuchenden Serums unter 
sterilen Kautelen zu jedem Rohrchen zugefiigt und die Réhrchen wie 
gewohnlich behandelt. 

Resultate maligner Falle. 


(Fibrin A + Normalserum —> 0,035 mg N) 





Substrate mg N Differenz 1 | Differenz 2 


Fall R. Th. Mediastinaltumor. 


ee Oe ee ee ek ee ae ey 0,308 |) -- 6 
ee iii be. a 2 0,042 
i * + gekochtes FibrinA ... 0,319 0,011 — 0,024 


Fall Frau De. Cervixcarcinom. 
(Fibrin Z + Normalserum — 0,028 mg N) 





LS ee Re) Fee ees 0,268 |} nad . 

. , teat. oll eee Te 0,048 

a4 “4 + gekochtes FibrinZ .. . 0,282 0,014 — 0,014 
Fall C.Co. Rectumcarcinom. 

Rene Ce a ic a <4 ee 0,270 |) -_ i 

}~ . +FibrinZ 21565 It ope if 99% 0,047 

1 “ + gekochtes FibrinZ .. . 0,295 0,025 — 0,003 
Fall Ellen W. Magencarcinom. 

iy Se ae 0,246 =| ? an 

> , +FibrinzZ .... 5: i opag jj 98 0,055 

hi. a + gekochtes Fibrin Z 253 0,007 — 0,021 


Ergebnis. 2 Minuten langes Kochen des Fibrins setzt seine Angreif- 
barkeit durch die proteolytischen Fermente der Carcinomsera unter 
die durch die Fermente der Normalsera herab. 


Nichtmaligne Falle mit Fuchsscher Reaktion. 
Fall F.C. Nephritis. 





Substrate mg N Differenz 1 Differenz 2 
Se ah Abn 5B iS blige % 0,267 } . , 

bg ; 0 0.05 
" So a 0,333 | 0,066 031 
Ss » + 2Min. gekochtes FibrinA.| 0,266 — 0,001  — 0,036 
yy ie ae ; , A.| 0,259 | —0,008 —0,043 


1 Vgl. Johannson, Zeitschr. f. phys. Chem. 84, 72, 1913; v. Schoe nborn, 
Zeitschr. f. Biol. 53, 386, 1910. 
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Ergebnis. Fibrin, das 2 und 5 Minuten gekocht wurde, verliert voll- 
stindig seine Eignung als Substrat fiir Proteolyse durch Nephritisserum. 


Nichtmaligne Falle ohne Fuchssche Reaktion. 
Fall R. SS. Arthritis. 


(Fibrin C + Normalserum — 0,087 mg N.) 





Substrate mg N Differenz 1 Differenz 2 
__ 1 Sa: 0 9&7 
l cem S-Serum . . ae Ie oe 1264 ) 0.087 0 
ar . + FibrinC . i 0,354 
Rw in + gekochtes Fibrin ( aby 0,296 0.029 0.058 


Ergebnis. Erhitzen des Fibrins setzt erheblich die Reaktion mit 
Normalserum herab. Das gab Veranlassung, die Wirkung der Fibrin- 
waschung mit Alkohol zu prifen. 


Priifung der Wirkung des Alkohols auf das Fibrin. 

12 mg Fibrin A werden eine Stunde lang mit 2 Volumen (je 5 cem) 
50 ©, igen Alkohols behandelt, dann in Vakuum bei 37° C getrocknet. 
Das Fibrin wird dann wie immer mit Carcinomserum zusammengebracht. 


Resultate. 
Fall Richard Th. Mediastinaltumor. 
(Serum stand 3 Wochen im Kiihlschrank) 





, (Fibrin A + Normalserum — 0,035 mg N) 
Substrate mg N Differenz 1 Differenz 2 
leem Th-Serum eo ee ee eo ee 0,309 | , ‘ 
oe ee ; woes 0,048 0,013 
Se ” + FibrinA . = ~_ 0,357 | Mt 
Es . + alkoholgewaschen. Fibrin A 0,361 0,052 0,017 


Ergebnis. Waschen mit 90°,igem Alkohol ist auf die Geeignetheit 
des Fibrins fiir die Proteolyse durch Carcinomserum ohne EinfluB. 

Von der Idee ausgehend, daf beim Erhitzen des Fibrins ein am 
Fibrin haftendes Co-Enzym zerstért sein kénnte, wurde versucht, 
das gekochte Fibrin zu reaktivieren und zwar a) durch Enterokinase, 
b) durch 20°,iges Calciumchlorid, wie es Delezenne?! fiir die Aktivierung 
des inaktivierten Pankreassaftes empfohlen hatte. 

a) Enterokinasepulver wird nach der Methode von E. Waldschmidt 
Leitz? dargestellt. 20mg des Pulvers werden in 2ccm Wasser auf- 
geschwemmt und filtriert. (Das Filtrat gibt eine positive Ninhydrin- 
reaktion.) 0,2 ccm des Filtrats werden fiir jeden Versuch genoramen. 


b) 0,2 cem 20°, ige Calciumchloridlésung werden angewandt. 


1 Soc. de Biol. IT, 59, 476, 1905. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 132, 181, 1923. 
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Fall Ellen W. Magencarzinom. 





Zuriicktitrierte Vol. NaOH 
nach der Destillation 


Substrate 

ecm 
a ee ee 3,50 
. * - gekochtes FibrinZ .. . . 3,45 

= e - — 
+ Enterokinase ....... 3.50 
lecem W-Serum + Enterokinase ....... 38.55 
. ‘ +. gekochtes Fibrin Z CaCl, 3,45 


Ergebnis. Weder Enterokinase noch Calciumchlorid haben eine 
reaktivierende Wirkung auf gekochtes Fibrin in bezug auf proteolytische 
Angreifbarkeit. 

SchlieBlich wurde der EinfluB der Digestion verschiedener Fibrine, 
gekochter und ungekochter, mit verschiedenen Puffern bei 37°C 
wahrend 24 Stunden gepriift. 

B. 5. 
Versuche mit Fibrin und Pufferlésungen. 

In der ersten Versuchsreihe wurden 5mg Fibrin D mit leem der 
Pufferl6sung in einem Reagenzglas gemischt und entweder in den Kiihl- 
schrank oder in den Brutschrank bei 37° fiir 24 Stunden gestellt. Die Brut- 
schrankversuche wurden wie alle Versuche mit der Fuchsschen Reaktion 
unter einer Glocke angestelit, unter der Chloroform verdampfte. Nach 
24 Stunden wurden 11 cem 2,5°,iger Trichloressigsiure zugefiigt und 
nach 15 Minuten das ausgefallene Eiwei8 abfiltriert. Mit 8 ccm Filtrat 
wurde eine Mikrokjeldahl-N-Bestimmung ausgefiihrt. 


Als Pufferl6sungen wurden verwandt: 


Phosphatpuffer pu 7,4 
Phosphatpuffer pu 7.1 
Sorat puffer pu 7.4 


‘Alle Versuche wurden doppelt ausgefiihrt, die Kontrollen stimmten 
bis zu 0,007 mg N iiberein. 





Substrate Temperatur mg N im Filtrat 


Fibrin D + Phosphat py7j4... . kalt 0,030 
_ - > ae 37°C 0,133 
eS ‘ Pu 7.1 kalt 0,028 
~ D | -~ Pu oe Ee 837°C 0,123 
ede: Borat Pui4...... kalt 0.035 
ps = are ss. eS 37°C 0,123 


Ergebnis. Die angewandten Pufferlésungen haben eine schwach 
proteolytische Wirkung auf Fibrin D in der Kalte und eine merkbare 
bei 37°C. 

Zur Bestitigung dieser Befunde wurden weitere Versuchsreihen 
angestellt: Fibrin D wurde wie im vorigen Versuch behandelt, aber 
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anstatt der Ausfallung mit Trichloressigsiure wurde die fibrinhaltige 
Lésung durch ein kleines Filter (Whatman Nr. 40) filtriert. Am Filtrat 
wurde die Ninhydrinprobe (0,5ccm Filtrat + 0,l cem 1°, iges Nin- 
hydrin) ausgefiihrt, wobei die Lésung genau 1 Minute gekocht wurde. 
Entsprechende Versuchsreihen wurden auch mit Cellophan 
dialysatoren ausgefiihrt, wobei auf beide Seiten der Membran dieselbe 
Lésung gebracht wurde. In den Dialysaten wurden dann die Nin- 
hydrinprobe und die Mikro-Ajeldahl-Bestimmung ausgefiihrt. 
Angewandt wurden folgende Lésungen: Normalsalzlésung: pu etwa 6, 
Phosphatpuffer: px 7,1 und destilliertes Wasser: pH etwa 6. 





Ninhydrin- Ninhvdrin mg N 
Substrate Pu Temperatur probe am probe am in 4ceem 
Filtrat Dialysat Dialysat 

Fibrin D Salzlésung 6 kalt schwache Spur 0.007 
= D + , 6 379°C $+ 0.025 

I Phosphat 7,1 kalt 0,007 

o D . 7,1 37° ¢ — 0,035 

i ie Aq. dest. 6 kalt oo - 0) 

D+ , es 6 37°C | — O01! 


Ergebnis. Die angewandten Lésungen haben eine lésende Wirkung 
auf Fibrin. Die Wirkung ist bei 37°C ausgepragter als in der Kalte. 
Jedoch passieren die entstehenden ninhydrinpositiven Substanzen 
nicht durch Cellophandialysatoren von 0,02 mm Diceke. Die kleinen, 
in den Dialysaten gefundenen Stickstoffmengen waren quantitativ det 
Starke der Ninhydrinprobe in den Paralleiversuchen entsprechend. 

Nunmehr war es von Interesse, die Wirkung des Kochens auf die 
Léslichkeit des Fibrins zu priifen. 


Versuche mit gekochtem Fibrin. 


5mg Fibrin Z wurden mit je 0,5 ccm sterilen, destillierten Wassers 
in einer Reihe von Réhrchen angesetzt. Die Halfte der Glaser wurde 
2 Minuten in ein kochendes Wasserbad gebracht. Nach dem Abkiihlen 
wurde in jedes Réhrchen | ecem Phosphatpuffer pu 7,4 getan und die 
Roéhrchen fiir 24 Stunden in den Brutschrank bei 37° gebracht. Danach 
wurden die Lésungen durch kleine, gehartete Filter (Whatman Nr. 50) 
filtriert und die Ninhydrinprobe ausgefiihrt. 





24 Stunden bei 37°, Ninhydrinprobe 


Substrate am § ‘ltr at 
Fibrin Z Phosphat py 7.4 
» 2+ * =< Saree b % 
Gekochtes Fibrin Z — Phosphat pq 7,4 Spur von schmutzig-roter Farbe 
y 7, 


Z a . Pu 


Ergebnis. Kochen des Fibrins beseitigt seine Léslichkeit in Phos- 


phatpuffer px 7.4. 
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SchluBfolgerung in bezug auf die Wirkung der Pufferlésungen auf Fibrin. 

1. Die angewandten Pufferlésungen haben eine lésende Wirkung 
auf Fibrin, die bei 37°C ausgepragter ist als in der Kalte. 

2. Die entstandenen ninhydrinpositiven Substanzen passieren 
nicht die Cellophandialysatoren. 

3. Die kleinen Mengen N, die mit der Mikro-Kjeldahl-Methode 
bei solchen Versuchen gefunden werden, entsprechen der Starke der 
Ninhydrinprobe, die die betreffenden Filtrate geben. 

4. Kochen des Fibrins hemmt die Bildung der ninhydrinpositiven 
Substanzen aus Fibrin unter dem EinfluB von Phosphatpuffern 
von px 7,4. 

5. Diese Resultate bestatigen die Ergebnisse, welche Dastre in 
bezug. auf die Salzhydrolyse des Fibrins erhalten hat. 

Ein Praéparat, das aus Placenta genau so wie das Fibrin dargestellt 
wurde, zeigte dieselben Erscheinungen bei dem Zusammenbringen mit 
Pufferlésungen. In beiden Fallen hemmte jedoch die Zufiigung von 1 ecm 
dialysierten Eieralbumins die Salzhydrolyse. Es kann daraus geschlossen 
werden, daB die SerumeiweiBkérper entsprechend wirksam sind. 


Versuche zur Isolierung des fiir die Fuchssche Reaktion in Betracht kommenden 


. Ferments. 


Die erste Versuchsreihé zur Isolierung des Fuchsschen Ferments 
griindete sich auf die Anwendung von Cy-Aluminiumhydroxyd, das 
nach der Methode von W.Grassmann dargestellt wurde!. Die Dar- 
stellung muB 12 Monate vor Gebrauch begonnen werden. Die Eigen- 
schaften entsprechen den Grassmannschen Anforderungen: 

5eem C y-Al(OH), + 5cem 37° HCl in der Kaélte — unldslich 

5eem Cy-Al(OH), + 5cem 1°, HClinder Warme— loslich 

‘Seem Cy-Al(OH), + 5cem n/10 NaOH in der Kalte —> unldslich 
5eem C y-Al(OH), + 5 cemn/10 NaOH in der Warme — loslich 


Die Kontrolle mit Hilfe eines wirksamen Pankreaspraéparats ergab, 
daB Trypsin nicht adsorbiert wird. 

Als Eluens wurde 2,4% Na,HPO, benutzt, das das Aluminium als 
schwer lésliches Aluminiumphosphat ausfallt. 

Der erste Versuch wurde am Serum He angestellt, das von einem 
Falle von Oesophaguscarzinom stammte. 2 ccm Serum wurden mit 2 ccm 
Aluminiumhydroxyd gemischt, nach 20 Minuten wurde 10 Minuten zentri- 
fugiert. 

I. a) Vom Abgu8 wurden je 2 ccm mit 5 mg Fibrin Z in vier Reagenz- 
glaser gebracht, von denen zwei in den Brutschrank und zwei fiir 24 Stunden 
in den Kiihlschrank kamen. 


1 Neue Methoden und Ergebnisse der Enzymforschung, Miinchen, 
Bergmann, 1928, 5. 72. 
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b) Der Bodensatz wurde mit 3cem 2,4°, Na,HPO, eluiert. zentri- 
fugiert und das Eluat in Portionen von je 2 ccm mit Fibrin Z versetzt. 

Fall He. O¢8 sophaguscarcinom. 

Fuchssche Reaktion wird mit Fibrin Z angestellt (Fibrin Z Normal- 
serum — 0,028 mg N) und leem He-Serum. Differenz 1 0.021, 
Differenz 2 0,007. 





- Tnterschie 
Temperatur Unterschied 


Substrate mg N zwischen 0° ( 
| und 37° 
2cecm Abgub8 + FibrinZ ... () 0,202 0.031 
ws . ' ‘ Z 37 0,233 | di 
2 , Eluat + —— 0 0,095 | 0.009 
as . + , @ 37 0,097 , 


Ergebnis. Ausfallung von Serum mit der gleichen Menge C-y-Alu- 
miniumhydroxyd belaBt im AbguB das proteolytische Ferment. Das 
spricht fiir die tryptische Natur des Fuchsschen Ferments. 

Michaelis und Ehrenreich’ beobachteten, daB ein Ampholyt 
im allgemeinen in alkoholischer Lésung saure Eigenschaften entwickelt u 
und von einer basischen Substanz wie Aluminiumhydroxyd adsorbiert 
wird, wahrend er aus rein wasseriger Lésung nicht adsorbiert wird. 
Dasselbe beobachtete auch FE. Waldschmidt-Leitz? bei der Adsorption 
des Papains durch Aluminiumhydroxyd. Deshalb versuchten wir, das 
Fuchssche Ferment durch Zufiigung von Alkohol zu isolieren. 

Il. Die vorigen Versuche wurden unter Zufiigung von 1 ccm 
Alkohol absolut zu 2cem Serum + 2ccm Al (OH), wiederholt. 


Resultate. 





Tempe ratur Unterschied 
Substrate mg N zwischen 0 


OK und 37° ¢ 


2cem alkoholischer Abgu8 + Fibrin Z 0 0,146 1 goo 
. 3 i . + Fibrin Z. 37 0,144 | ee 
2 ® Eluat + Fibrin Z . () 0,069 | ogy 
ae i + Fibrin Z . 37 0,104 aad 


Ergebnis. Durch Fallung des Serums mit dem gleichen Volumen 
Aluminiumhydroxyd Cy und dem halbhen Volumen absoluten Alkohols 
gelangt man zu einem Na,HPO,-Eluat, das Fibrin verdaut, wihrend 
der AbguB ohne Wirkung ist. 

Das spricht dafiir, daB das Ferment mit den durch Alkohol aus 
gefallten EiweiBkérpern mitgerissen wird. 


1 Diese Zeitschr. 10, 283, 1908. 
2 Enzyme Actions and Properties. Chapman and Hall, Ltd. London 
1929, p. 151. 
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Weitere Versuche zur Isolierung des Fuchsschen Ferments durch die 
Alkoholmethode. 
Fall Ho, Rectumcarcinom. 
Fuchssche Reaktion positiv. Mit Fibrin Z + 1 cem Ho-Serum. Diffe- 
renz | = 0,087, Differenz 2 = 0,059. 


Resultate. 





lremperatur 


Substrate oC mg N Differenz 1 

Kontrolle 2cem AbguB...... 0 0,226 

s ws a Bas. eh 37 0,226 
2cem Abgu$8+FibrinZ ..... 0 0,249 0,023 
7 Wer Sek. |e 37 0,249 0,023 
Kontrolle 2cem Eluat ...... 37 0,119 
2eccm Eluat+ FibrinZ...... 0 0,127 0,098 
2 ee Sees 37 0,156 0,037 


” ” T 


Ergebnis. 2ccm Phosphateluat bilden bei der Verdauung von 
Fibrin Z in 24 Stunden bei 37° 0,029 mg Rest-N. 

Fall Be. Ulceus ventriculi. 

Positive Fuchssche Reaktion. Mit Fibrin Z + leem Be-Serum. 
Differenz 1 = 0,052, Differenz 2 = 0,024. 





Temperatur 


Substrate ag mg N Differenz 
* ‘ f 
Kontrolle 2cem Eluat ...... 37 0.083 
2eem Eluat+ FibrinZ. ..... 0 0,109 0,026 
S.4 geet a) Ee ee 37 0,137 0.054 


Ergebnis. 2ccm Phosphateluat bilden bei der Verdauung von 
Fibrin Z in 24 Stunden bei 37° 0,028 mg Rest-N. 

‘ Die Ubereinstimmung der bei den verschiedenen Seren erhaltenen 
Zahlen lieS uns vermuten, dai das Phosphat eine rein chemische 
Wirkung auf das Fibrin ausiiben kénnte. Das zeigte sich auch in einer 
Versuchsreihe ohne Serum. 


Kontrollversuche mit Fibrin und Phosphatlésung. 


Es wird eine Reihe von Glasern angesetzt, die 5mg Fibrin Z mit 
leem 2,4°%,igem Dinatriumphosphat enthalten, daneben Kontrollen mit 
Phosphat allein. 


Resultate nach 24 Stunden. 





Temperatur 


Substrate ve mg N Differenz 
f 2. en ee eae 0,008 
se - +FibrinZ .... 0 0,038 0,030 
1 nage pe! MR roe 37 0,249 0,241 


” ” 
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Ergebnis. 2,4°,iges Dinatriumphosphat ist fiir die Zwecke dieser 
Arbeit ein ungeeignetes Eluat, da es bei 0° C Fibrin lést und bei 37° 
Fibrin erheblich lést. Um genauere Bedingungen fiir die Ferment- 
isolierung zu schaffen, wurde das Serum durch eine Lésung von dialy- 
siertem Eieralbumin ersetzt. 


Kontrollversuche mit Fibrin, Eieralbumin und Phosphatlésung. 
2ccm dialysiertes Eieralbumin werden mit 2cem Cy-Aluminium- 
hydroxyd und 1 cem absolutem Alkohol ausgefallt. Dann wird der Nieder- 
schlag abzentrifugiert, getrocknet und mit 3cem 2,4°,igem Dinatrium- 
» ; : . ie . . mT..: 
phosphat eluiert. Mit dem Eluat werden nach Ausfallung mit Trichlor- 
essigséure N-Bestimmungen ausgefiihrt, und zwar wie immer nach 
24stiindigem Zusammenbringen mit Fibrin bei 0° und bei 37°. 


Resultate. 





Temperatur 


Substrate ; mg N Differenz 
2ecm Eiereiweif-Eluat . ats ; 0 0,076 
a o » + FibrinZ. 0 0,076 0 
_ ‘ aan ae 37 0,153 0,077 


Ergebnis. Dinatriumphosphat eluiert aus Eieralbumin eine be- 
achtenswerte Menge Rest-N, die sich bei der Rebriitung mit Fibrin 
in 24 Stunden verdéppelt. Jedoch wurde bei 0° durch! die Zufiigung des 
Fibrins keine Zunahme gefunden. Auch bei 37° war der Ausschlag 
nicht so groB, wie er gefunden wurde, wenn man Phosphat allein mit 
Fibrin zusammenbrachte. 


Weitere Versuche zur Isolierung des Fuchsschen Ferments. 


Nishikawa! beobachtete, daB Trypsin aus einer Lésung von 
Takadiastase zusammen mit Amylase, Lipase und Lab durch Fibrin 
adsorbiert wird. FE. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Grass- 
mann*® erwihnen, daB Casein und Fibrin aktives Trypsin adsorbieren, 
aber nicht inaktives. Daraufhin versuchten wir die direkte Adsorption 
des Fuchsschen Ferments an das Fibrin. 

10 mg Fibrin E wurden sanft in 4 ccm normalen oder malignen Serums 
5 Minuten geschiittelt. Dann wurde zentrifugiert. Das anhaftende Serum 
wurde abgehebert und das Fibrin dreimal mit destilliertem Wasser ge- 
waschen. Nach Beendigung des Waschens, Zentrifugierens und Trocknens 
wurden 2 ccm Phosphatpuffer pu 7,1 und 1 cem Toluol hinzugefiigt. 

Die Zentrifugierréhrchen kamen fiir 24 Stunden in den Brutschrank 
bei 37°C. Dann wurde der Rest-N wie immer bestimmt. 


' Diese Zeitschr. 188, 387, 1927. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 156, 68, 1926 


20) 
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Fdlle Ba: Normal; Cr: Sarkom. 


Resultate. 





Substrate mg N Differenz 
2eem Phosphat + Fibrin E are 0,161 
= . + , EK von Ba.-Serum . . 0,252 0,091 
ws » + n 2 Aa aa han oh 0,270 0,109 


Ergebnis. Dieser vorlaufige Versuch spricht dafiir, dab das Fuchs- 
sche Ferment vom Fibrin adsorbiert wird. Es sind aber Versuche in 
groBerem Umfange notwendig. 

Anmerkung. Bei diesen Versuchen ergaben sich Schwierigkeiten, 
nach der Trichloressigséurefallung wasserklare Filtrate zu erhalten. 


Zusammenfassung der Ergebnisse tiber die Fuehssche Reaktion. 


A. In bezug auf die Spezifitat der Fuchsschen Reaktion fiir 
Malignitaét stimmen unsere Resultate mit den friiheren Ergebnissen 
von Wright und Wolf! iiberein. 

a) Von den 18 untersuchten malignen Fallen reagierten 18 (100°,), 
und zwar entweder positiv oder mit einer Fuchsschen ,,[mmunitits- 
reaktion“. 

b) Von den 16 untersuchten nichtmalignen Fallen gaben 11 (69°) 
keine Reaktion. 

c) Von den 5 untersuchten nichtmalignen Fallen mit positiver 
Reaktion war bei 4 Fallen Ulcus ventriculi und in 1 Felle Nephritis 
diagnostiziert. 


B. 1. In bezug auf den EinfluB des Radiums auf die Fuchssche 
Reaktion bestatigen unsere Resultate die Angaben von Wright und Wolf. 

a) In einem Falle von Rectumcarcinom wurde eine positive 
Fuchssche Reaktion 3 Stunden nach Radiumeinfiihrung vellstandig 
aufgehoben. In 20 Tagen kehrte die proteolytische Wirkung nicht 
zurick. 

b) In einem Falle von Cervixcarcinom, bei dem 3 Monate vorher 
eine Radiumbehandlung stattgefunden hatte, zeigte das Serum eine 
geringe Wirksamkeit 1 Tag nach erneuter Radiumeinfiihrung. 

2. a) Langere Kalteaufbewahrung als 5 Tage verringert die proteo- 
lytische Wirksamkeit des Krebsserums gegeniiber Normalfibrin. Ent- 
sprechendes beobachtet man nicht bei der Reaktion von Normalserum 
mit Fibrin. 


tle. 
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b) Bei der Aufbewahrung in der Kalte bleiben die fiir die Fuchssche 
feaktion in Betracht kommenden Fibrineigenschaften in 6 Monaten 
unveradndert erhalten. 

3. Durch Zufiigung von Heparin wird das Auftreten einer Fuchs- 
schen Reaktion nicht beeinfluBt. 

4. Kochen des Fibrins ist von groBem EinfluB auf die Fuchssche 
Reaktion. 

a) Der Ausschlag wird bei Normalserum betrachtlich verringert. 

b) Die Angreifbarkeit des Fibrins fiir die Proteolyse durch Krebs- 
serum wird unter die des ungekochten Serums mit Normalserum 
herabgesetzt. 

c) Die Angreifbarkeit fiir die Proteolyse durch ein Nephritisserum 
war entsprechend verringert. 

d) Waschen des Fibrins mit 90°,igem Alkohol ist in bezug auf die 
Fuchssche Reaktion ohne EinfluB. 

e) Bemiihungen, das gekochte Fibrin durch Enterokinase und 
Calciumchlorid zu reaktivieren, waren erfolglos. 

5. Versuche mit Fibrin und verschiedenen Pufferlésungen fiihrten 
zu folgenden Ergebnissen: 

a) Die angewandten Pufferlésungen hatten eine lésende Wirkung 
auf Fibrin, die bei 37°\ausgépragter als in der Kalte ist. 

b) Die entstehenden ninhydrinpositiven Substanzen passieren 
nicht die Cellophanmembran. 

c) Die kleinen N-Mengen, die bei diesen Versuchen mit der Mikro- 
Kjeldahl-Methode nachgewiesen, entsprechen der Stirke der Ninhydrin- 
proben, die in Parallelversuchen bei den Filtraten gefunden wurden. 

d) Kochen des Fibrins verhindert die Entstehung der ninhydrin- 
positiven Substanzen, die durch die Einwirkung von Phosphatpuffern 
pu 7,4 wahrend 24 Stunden bei 37°C gebildet werden. 

C. Bemiihungen zur Isolierung des Fuchsschen Ferments fiihrten 
zu folgenden Ergebnissen : 

1. Fallung des Serums mit Cy-Aluminiumbydroxyd 1JiBt das 
proteolytische Ferment im AbguB zuriick. Das spricht dafiir, das das 
Fuchssche Ferment von tryptischer Natur oder identisch mit Ka- 
thepsin ist. 

2. Fallung des Serums mit dem gleichen Volumen Cy-Aluminium- 
hydroxyd und dem halben Volumen absoluten Alkohol bewirkt, daB 
die Dinatriumphosphat-eluate gegeniiber Fibrin proteolytisch wirksam 
sind, waihrend die Wirkung der Abgiisse verschwindet. 


Das lie vermuten, daB das Ferment durch Alkohol mit den Eiweib- 


kérpern niedergeschlagen wird. 











306 B.H. E.Cadness u. C.G. L. Wolf: Fuchssche Reaktion usw. II. 


3. Kontrollversuche mit Fibrin und 2,4°,igem Dinatriumphosphat 
allein beweisen, dab diese Lésung ein ungeeignetes Eluens fiir die Zwecke 
dieser Arbeit ist, da sie bei 0° C eine gewisse proteolytische Wirkung 
gegenitber Fibrin besitzt, bei 37° C sogar eine erhebliche. 

4. EiweiB besitzt gegeniiber dieser Reaktion eine Schutzwirkung. 

Die NagH PO,-Eluate aus C y-Aluminiumhydroxyd-niederschligen 
von KEiereiweiB enthielten eine bemerkenswerte Menge von Rest-N, 
die sich bei 24stiindigem Zusammenbringen im Brutschrank bei 37° C 
verdoppelte. Eine Zunahme beim Zusammenbringen mit Fibrin wurde 
dagegen bei 0° C nicht gefunden, und der Ausschlag bei 37° C war nicht 
so groB wie der bei der ausschlieBlichen Phosphatwirkung auf Fibrin. 


Wir méchten an dieser Stelle dem Medical Research Council (Great 
Britain) unseren herzlichen Dank aussprechen, der durch ein Stipendium 
die Ausfiihrung der Untersuchungen erméglichte. 








Zur Kenntnis der Unterfraktionen der Globuline und Albumine 
im Serum. 


IV. Mitteilung: 
Menge, Stickstoff-, COOH-, NH,-, Kohlenhydratgehalt, COOH- und 


NH,-Index der Eiwei8unterfraktionen von Cirrhose-, Sarkom- und Carcinom- 
punktionsfliissigkeiten. 


Von 
B. Lustig. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung 


Wien III.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1931.) 


Die in den friiheren Veréffentlichungen! mitgeteilten Unter- 
suchungen iiber die im Rinderserum vorhandenen Eiweifbkérper er- 
gaben, daB durch Fraktionierung des Eu- und Pséudoglobulins nach 
Freund-Joachim? auf Grund ihrer Léslichkeit in Wasser, physio- 
logischer Kochsalzlésung, Soda und Natronlauge und durch Fallung 
des Albumins . mit verschiedenen Ammonsulfatkonzentrationen  ge- 
wonnenen EiweiSunterfraktionen, sich weitgehendst nicht nur in 
biologischer, physikalischer und physikalisch-chemischer Beziehung 
unterscheiden, sondern auch groBe Differenzen in der elementaren 
Zusammensetzung, im Gehalt der einzelnen Aminoséiuren und Kohlen- 
hydrate aufweisen, wobei aus verschiedenen Rinderseren auf gleiche 
Weise dargestellten EiweiBfraktionen gleiche chemische und _physi- 
kalische Eigenschaften zeigten. Unsere weiteren Untersuchungen 
gingen dahin, nachzusehen, inwieweit diese Differenzen in der Zu- 
sammensetzung der einzelnen EiweiBunterfraktionen bei den Eiweib- 
kérpern des Menschen im normalen und pathologischen Zustand vor- 
handen sind. Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung der einzelnen 
Fraktionen kommen in erster Linie Punktionsfliissigkeiten in Betracht, 
da nur diese in den fiir die Darstellung notwendigen Mengen erhaltlich 


1 Diese Zeitschr. 225, 247, 1930; 231, 139, 1931; 231, 472, 1931. 
* Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 407, 1902. 
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sind. Die Darstellung aus menschlichem Serum konnte nicht durch- 
gefiihrt werden, da auch bei Verwendung von Serumgemischen von 
mehreren Hypertonikern die fiir eine weitgehende Untersuchung 
erforderlichen EiweiBmengen nicht vorhanden sind. 


Darstellung und Menge der Eiwei8unterfraktionen. 


Die Darstellung der Eiwei®unterfraktionen aus den Punktaten erfolgt 
in der Weise, daB die Punktate! nach der Filtration mit dem halben Volumen 
hitzegesattigter, neutraler Ammonsulfatlésung versetzt und filtriert wurden. 
(Drittelsattigung ist gleich Euglobulinfraktion.) Der Niederschlag wurde 
dann mit drittelgesattigter, neutraler Ammonsulfatl6sung bis zur Eiweib- 
freiheit im Filtrat gewaschen, dann in Wasser aufgelést und nach Be- 
stimmung des Ammonsulfatgehalts der L6sung diese wieder bis zur Drittel- 
sittigung gefallt, filtriert und mit drittelgesattigter, neutraler Ammon- 
sulfatl6sung nachgewaschen. Diese Umfallung wurde zweimal durchgefiihrt. 
Die Filtrate der Drittelsittigung wurden dann mit gesaéttigter Ammon- 
sulfatlésung bis zur Halbsaéttigung (= Pseudoglobulin) versetzt, wie oben 
filtriert und bis zur Eiweiffreiheit im Filtrat mit halbgesattigter neutraler 
Ammonsulfatlésung nachgewaschen. Die Umfallungen geschahen in der 
Weise, daB der Niederschlag der Halbsaéttigung nach Auflésen in Wasser 
und Bestimmung des Ammonsulfatgehalts der Lésung mit Ammonsulfat- 
lésung bis 33°, versetzt wurde, die manchmal entstandene ganz schwache 
Triibung abfiltriert wurde und erst dann durch Zugabe frischer Ammon- 
sulfatl6sung bis 50°, das Pseudoglobulin wieder gefallt wurde. Diese Um- 
fallungen wurden ebenfalls zweimal durchgefiihrt. Auf die gleiche Weise wurde 
das Albumin zwischen 50 bis 66°, (= Albumin I), 66 bis 75°, (Albumin IT) 
gesattigter Ammonsulfatlésung gefallt und gereinigt. Aus den Filtraten 
°, igen Ammonsulfatfallung wurde das restliche Eiweif (Albumin III) 
durch Sattigung der Lésung mit festem Ammonsulfat ausgesalzen und wie 
oben erwaéhnt gereinigt. Das in den Filtraten der zweiten Umfallung jeweils 
vorhandene EiweiB wurde vernachlassigt. Die Fallungen wurden unter 
Toluol zuerst gegen flieBendes Wasser 14 Tage dialysiert, dann weitere 
4 Tage gegen mehreremals taglich gewechseltes destilliertes Wasser. Die 
Eu- (ein Drittel)- und Pseudoglobulinfraktion (Halbsattigung) wurden dann 
zentrifugiert, der im Wasser ungelést gebliebene Anteil so lange mit destil- 
liertem Wasser gewaschen, bis kein Eiwei8 im Waschwasser nachgewiesen 
werden konnte. Die wasserléslichen Anteile der Drittel- und Halbsattigung 
mit Ammonsulfat bezeichnen wir als wasserlésliches Eu- oder Pseudoglobulin. 
Der unlésliche Riickstand wurde wie beim Rinderserum hintereinander mit 
0,85°.iger Kochsalzlésung (kochsalzléslicher Anteil), dann mit 0,25 °jiger 
Sodalésung (sodaléslicher Anteil) und 0,1° ,iger Natronlauge behandelt 
und die Lésungen dialysiert. Dieses geschah in der Weise, daB der Riick- 
stand so lange mit jeder dieser L6sungen behandelt wurde, bis kein Eiweil 
mehr nachweisbar war. Der in 0,85°,iger Kochsalzlésung lésliche Anteil 
wurde nach der Dialyse zentrifugiert, der Riickstand wieder mit Kochsalz- 
lésung aufgenommen und der Dialyse unterworfen. Der nach der zweiten 
Dialyse ausfallende und im Kochsalz nicht mehr lésliche Anteil konnte fiir 
gewOhnlich vernachlassigt werden. Bei einem Carcinompunktat wurde eine 
nihere Untersuchung dieses Anteils durchgefiihrt, die eine vollstandige 


der 75 


' S. auch I. Mitteilung dieser Zeitschr. 225, 251, 1930. 
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Ubereinstimmung mit dem kochsalzléslichen Teil aufwies. Untersucht wurden 
zwei Cirrhose-, zwei Carcinom- und ein Sarkompunktat. Es standen uns 
von jedem zur Untersuchung gelangten Punktat folgende Fraktionen zur 
Verfiigung. 1. Euglobulin wasserléslich, 2. Euglobulin kochsalzléslich, 
3. Euglobulin sodaléslich und 4. Euglobulin natronlaugeléslich. 5. Pseudo- 
globulin wasserléslich, 6. Pseudoglobulin kochsalzléslich, 7. Pseudoglobulin 
sodaléslich, 8. Pseudoglobulin natronlaugeléslich, §. Albumin | (50- bis 
66°. ig) 10. Albumin II (66- bis 75°. ig), 11. Albumin ITI (75- bis 100° ig) 
gesaittigter Ammonsulfatl6sung. Nur bei einem Carcinom und bei dem 
Sarkompunktat wurde infolge der geringen zur Verfiigung stehenden Menge 
keine Fraktionierung des Albumins durchgefiihrt. Uber die uns zur Ver- 
fiigung gestandenen Punktatmengen, sowie ihren EiweiBgehalt, berichtet 
die Tabelle I. 


Tabe lle I. 





Punktionsfliissigkeit Menge Eiweibgehalt Absolute Eiweifimenge 
ecm Ol, g 
Cirrhose A ..... 10.000 29 290.0 
»  Witieon- aie 2,700 1,6 45,2 
ee ae 1,500 3,7 56.5 
Carcinom A..... 900 3.8 342 
. Be ta” sae 5.000 2.6 130.0 


Die Menge der in den einzelnen Fraktionen gewonnenen Eiweib- 
kérper, sowie ihre Menge in Prozenten des gesamten dargestellten 
EiweiBes sind in aer Tabelle II, a und b wiedergegeben. 

Tabelle Ila. 


(Menge und Verteilung der Eiwei8k6érper der Cirrhosepunktate. ) 





Menge Menge 
Eiweibkorper der Eiweifkérper in g | der Eiweifikorper in ‘ 


Cirrhose A | Cirrhose B | Cirrhose A Cirrhose B 


Euglobulin, H,O-léslich. . . . . . 78,46 8.50 34,22 27,14 
‘ kochsalzléslich . . . . 14,90 2,00 6.50 6,39 
- sodaléslich . ..... 0,72 0,16 0.31 051 

* natronlaugeloslich . . . 0,01 Spuren 0.04 
Gesamt-Euglobulin: 94,09 10,66 41.07 34,04 
Pseudoglobulin, H,O-léslich . . . . 38,89 5,05 16.93 16,15 
kochsalzléslich . . . 3,90 1,20 1,70 3.83 
sodaléslich . ... 0.28 0,10 0,12 0,32 

- natronlaugeloslich . Spuren 

Gesamt-Pseudoglobulin : 43,08 6,35 18,75 20,28 
ee ae tr ore ge ar ee 68,10 10,50 29.70 33.55 
OS ge ae ee ge ee eae 19,50 3,10 8,51 9,90 
Sr eee 4,50 0,70 1,97 2,23 
Gesamt-Albumin ......... 92.10 14.39 40.18 45,68 


Gesamt-Fiweib. ....... , 229,27 31.31 100 109 
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Wie aus den in den Tabellen I und IT angegebenen Werten ersichtlich 
ist, werden im Durchschnitt nur etwa 75°, des GesamteiweiBes bei der 
Darstellung gewonnen. Der Rest geht bei den Umfillungen verloren. 
Die Hauptmenge der Globulinfraktionen besteht bei allen Punktaten 
aus wasserléslichen Eu- und Pseudoglobulinen. Beziiglich der Menge 
der einzelnen Fraktionen finden sich nicht nur gegeniiber der Zu- 
sammensetzung des normalen Serums, sondern auch untereinander 
groBe Differenzen. So zeigen beide Carcinompunktate einen gegeniiber 
den tbrigen Punktaten stark gesteigerten Albumingehalt und ent- 
sprechend niedrigere Eu- und Pseudoglobulinwerte. Noch weit gehendere 
Differenzen finden sich bei der Untersuchung der auf die einzelnen 
Unterfraktionen der Eu- und Pseudoglobuline entfallenden Eiweib- 
mengen. Besonders groB sind die Differenzen im Gehalt an kochsalz- 
und sodaléslichen Globulinen zwischen den Cirrhose- und Carcinom- 
punktaten. Die Carcinompunktate haben einen drei- bis viermal so 
groBen Gehalt an sodaléslichem Eu- und Pseudoglobulin wie die 
Cirrhosepunktate, wahrend die kochsalzléslichen Anteile der Cirrhose- 
punktate fiinf- bis sechsmal so groB sind wie die der Carcinompunktate, 
Unterschiede, auf die wir spiter noch zuriickkommen werden. 


Tabelle IIb. 


(Menge und Verteilung der EiweiBkérper des Sarkom- und der Carcinom- 





punkt.) 
Menge Menge 

aoe der Eiweifikérper in g der Eiweifikiérper in °'9 
Eiweiikérper ———___— —_— 

Sarkom ah bmg Sarkom can A boven 9 
Euglobulin, HyO-léslich. . . | 12,46 3,82 | 2041 31,70 14,43 19,47 
- kochsalzléslich. . 0,16 0,14 0,98 041 0,53 0,92 
‘ sodaléslich . . . 0,33 0,40 1,55 0,82 1,51 1,48 
f= natronlaugeldslich 0,02 — 0,01 0,04 - 0,09 
Gesamt-Euglobulin: 12,97 4,36 | 2295 . 32,97 | 16,47} 21,96 
Pseudoglobulin, Hy O-lislich 7,70 4,52 14,95 1599 17,07 14,28 
i kochsalzlésl. 0,05 0,06 0,70 0,13 0,23 0,67 
‘ sodaléslich 0,28 0,48 2,10 0,73 1,81 2.08 
. natronlaugel. --- — 0.04 — _ 0.04 
Gesamt-Pseudoglobulin : 8,03 5.06 17,75 20,45 19,14 17,07 
Albumin I. || 90,09 | 47,93 
m ee ee 18,30 17,06 8.80 $4658 64,42 8,42 
cae 4.80 | 4,59 


Gesamt-Albumin: | 18,30 | 17,06 | 63,69 46,58 | 64,42 60,97 
Gesamt-EiweiB: | 39,30 2648 104,39 100,00 100,00 100,00 


Fillungsgrenzen mit Ammonsulfat und Stickstoffgehalt der Eiwei8kérper. 


Die nach der Darstellung vorgenommenen Untersuchungen der 
Fillungsgrenzen der aus den Punktaten Cirrhose A und Carcinom B 
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gewonnenen Eiweifbunterfraktionen ergaben keine wesentlichen Ver- 
schiebungen der notwendigen Ammonsulfatkonzentrationen, mit Aus- 
nahme des Albumins III, welches eine Verainderung seiner Fallungs- 
grenzen zeigte. Die Untersuchung wurde auf die in der ersten Mit- 
teilung angegebene Weise durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchung sind in der Tabelle II] vereinigt. 


Tabelle III. 





Cirrhose A Carcinom B 
Eiweifikérper in %») gesittigter in gesittigter 
Ammonsulfatlisung Ammonsulfatlésung 
EKuglobulin, HgO-léslich . . . . 30 —36 26*—35 
- kochsalzléslich . . . 27*—35 25*—38 
Pseudoglobulin, H,O-léslich . . 38 —50 34*—52 
kochsalzloslich . 33*— 50 32*—50 
Albumin I Se a ee oe 60 —66 54*—66 
II ea ege Se yo ed 65*—75 68 —75 
ee re oe ee 65 —90 62*—85 


* Ganz schwach opalescent. 


Bei dem soda- und natronlaugeldslichen Eiweif konnte infolge 
der zur Léslichmachung notwenidigen alkalischen Reaktion, die eine 
Verschiebung der Fallungsgrenzen bedingt, keine Untersuchung durch- 
gefiihrt werden. 


Die Bestimmung des Stickstoffgehalts wurde mit im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrockneten lipoidfreien EiweiBkérpern durchgefiihrt. Zu 
diesem Zwecke wurden die EiweiSunterfraktionen mit Aceton gefallt, 
filtriert und dann mit Ather im Soxhlet extrahiert. Die nach der Ather- 
extraktion getrockneten und fein zerriebenen EiweiBik6rper wurden dann 
48 Stunden im Vakuum iiber Schwefelséiure aufbewahrt, da, wie unsere 
friiheren Untersuchungen! zeigten, die trockenen EiweiSkérper, je nach 
der Luftfeuchtigkeit bis 14°,, Wasser anziehen, ohne ihr Aussehen zu ver 
andern. Die Bestimmung des Stickstoffgehalts wurde nach Kjeldahl auf 
die von S. P. L. Sérensen und M. Héyrup* angegebene Weise durch 
gefiihrt. Es wurden jeweils mehrere Bestimmungen (vier bis fiinf) vom 
gleichen Eiwei8kérper durchgefiihrt, mit Ausnahme dieser, bei denen zu 
geringe Mengen zur Verfiigung standen. Die EiweiBkérper, bei denen 
nur eine Bestimmung des Stickstoffgehalts durchgefiihrt wurde, sind in 
der Tabelle gesondert vermerkt. Die Abweichungen von den Mittelwerten 
waren bei mehreren Bestimmungen héchstens + 0,3°,. Die gefundenen 
Mittelwerte sind in der Tabelle IV vereinigt. 


1 Diese Zeitschr. 231, 474, 1931. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 1038, 59, 1918. 
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Tabelle IV. 


(Stickstoffgehalt der Eiwei8kérper.) 





Cir- Cir- k Car- Car- 
Eiweibkérper rhose A rhose B Sarkom = cinom A cinom B 


ri ( ri ri ( 
0 0 0 0 


Euglobulin, H,O-léslich . . . . 14,90 14,40 15,30 15,02 15,25 
. kochsalzloslich . . .)) 14,55 14,75 15,78 15,95 16,25 
sodaléslich . . . . 13,68 12,92 12,51 12,03 11,82 

. natronlaugeloslich . 9,82* - 8,92* - 9,02 
Pseudoglobulin, H,O-léslich . . 14,95 1510 15,39 14,85 15,18 
m kochsalzléslich . 14.40 14,20 16.05 15.45 15,95 

‘ sodaléslich . . . 13,10 12,90 9,95 11,85 12,20 
Albumin I eT te eg Se en ae 14,99 15,50 
5 Aid, eae. ney ca 14,80 15,22 15,40 16,20 
aera © ke: 12,80 


* Nur eine Bestimmung. 


Die Werte der wasser- und kochsalzléslichen Eu- und Pseudo- 
globuline zeigen, wenn auch geringe aber konstant auftretende, auBerhalb 
der Fehlerquellen liegende Differenzen untereinander. So haben z. B. 
die kochsalzléslichen Eu- und Pseudoglobuline gegeniiber den wasser- 
léslichen einen etwas erhdhten Stickstoffgehalt. Besonders niedrigen 
Stickstoffgehalt fanden wir bei den soda- und natronlaugeldslichen 
Globulinen und bei Albumin III. Wahrend die Stickstoffwerte des 
Albumin III vielleicht durch die bei Ganzsattigung mit Ammonsulfat 
mitgerissenen, durch Umfalhang und Dialyse nicht entfernbaren Sub- 
stanzen beeinfluBt wird, sind die niedrigen Stickstoffwerte der soda- 
und natronlaugeléslichen Globuline Ausdruck fiir die teilweise anders- 
artige chemische Zusammensetzung gegeniiber den tibrigen Globulinen, 
was auch die nahere chemische Untersuchung dieser EiweiBbkoérper 
beim Rinderserum ergab. 


Bestimmung der Carboxyl- und Aminogruppen. 


Die Bestimmungen der COOH-Gruppen wurden nach Willstdtter’ und 
Sérensen' in der in der ersten Mitteilung angegebenen Form durchgefiihrt. 
Die Titration der freien Aminogruppen geschah nach Linderstroem-Lang * 
durch Titration mit alkoholischer Salzséure in 95°, 
mit x-Naphthylrot als Indikator. Untersucht wurden die Eiwei8k6érper 
der Cirrhose A und B und des Carcinompunktats B. Die Eiwei®kérper 
des Sarkom- und Carcinom A-Punktats konnten infolge ihrer geringen 
Menge nicht naher untersucht werden. Die Werte sind sowohl in Kubik- 
zentimeter n/10 NaOH oder HC! fiir 1 g EiweiB ausgerechnet, wie auch in 
Prozenten des. Stickstoffgehalts, wobei eine COOH-Gruppe oder N H,- 
Gruppe einem Stickstoffatom gleichwertig in Rechnung gesetzt wurde. 
Die gefundenen COOH-Werte sind in den Tabellen Va und Vb vereinigt, 


iger acetoniger Lésung 


1 Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente, 8S. 976ff. 
* Zeitschr. f. phys. Chem. 178, 32, 1927. 
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die Aminowerte in der Tabelle VI angegeben. Es wurden nach Méglichkeit 
drei bis vier Bestimmungen von jedem EiweiBkérper durchgefiihrt. 
Infolge des wechselnden Stickstoffgehalts der EiweiBkérper ergeben 
sich verschiedene Vergleichszahlen, je nach Beriicksichtigung der Menge 
der EiweiBkérper oder des Verhaltnisses zum Gesamtstickstoff. Es 
sind auch hier nicht nur Differenzen zwischen den verschiedenen Eiweib- 
unterfraktionen vorhanden, sondern auch zwischen den Punktaten 
untereinander. Wahrend, wie in der ersten Veréffentlichung mit- 
geteilt wurde, die aus vier verschiedenen normalen  Rinderseren 
stammenden gleichen Unterfraktionen untereinander Differenzen bis 
12°, zeigten, sind hier insbesondere bei den kochsalzléslichen Frak- 
tionen gréBere Unterschiede zwischen den aus Cirrhose und Carcinom- 
punktaten gewonnenen EiweiBkérpern vorhanden. Gegeniiber den 
Rinderserumeiweibkérpern ist durchweg, besonders bei den Globulinen 


Tabe lle Va. 
(COOH-Gehalt der Eiwei8kérper der Cirrhosepunktate A und B.) 





Cirrhose A 


_—" oie Menge in lg Menge in 
Eiweibkirpe in cem n/10 des N-Gehalts 


a) Willeta‘ter b) Sorensen a) Willstatter b) Sorensen 





Euglobulin, H,O-loslich . 2°. . 7,19 7,01 6,76 6,58 
‘ kochsalzléslich . . . 7,50 7.10 7,22 6,83 
a sodaléslich . ... 10,16 10.55 10,40 10,80 
Pseudoglobulin, H,O-léslich . . 11,96 10.69 11,29 10,00 
» kochsalzlislich . 11,01 9.98 10,70 9.70 
i. sodaléslich . . . 12,80* — 13,00* 
Albumin I eee Pe 15,10 15.43 14.00 14,30 
js II ie alGhe wash e a 13,21 12,28 12,59 11,60 
a Ill 13,50 13,12 15,20 14,70 
* Nur eine Bestimmung. 
Cirrhose B 
piweiBhirper Menge tn 1 Monge Se 
a) Willetdtter b) Sorensen a) Willetatter b) Sérensen 
Euglobulin, HgQ-léslich . . . . 7,63 7.45 7,42 7,25 
™ kochsalzloslich . . . 7,92 7.69 7,52 7,30 
“ sodaléslich .... 11,07* — 12,00* 
Pseudoglobulin, H,O-loslich . . 10,57 9,92 9,80 9,20 
kochsalzléslich . 11,16” 9.84* 11,00" 9,70* 
4 sodalislich . . . —_ 
Albumin I ie okt dee ae ats da 14,80 13,85 13,9) 13,00 
- ee ee a we ain a 12,69 11,63 12.00 11,00 
ee era See 4 12,38* — 14,20* _- 


* Nur eine Bestimmung. 











314 B. Lustig: 


Tabelle Vb. 


(COOH-Gehalt der EiweiBkérper des Carcinompunktats B.) 





Menge in lg Menge in °/) 
Eiweifikérper in com n/10 des N-Gehalts 
a) Willstatter  b) Sorensen a) Willstdtter b) Sérensen 
Euglobulin, H,O-léslich . . . . 7,98 7,32 7,32 6,71 
™ kochsalzlislich . . . 4.44 4,62 3,83 3.98 
‘ sodaléslich . .. . 10,05 9,34 13,00 12,10 
Pseudoglobulin, H, O-léslich sls 921 $8.55 8.55 7,95 
w kochsalzléslich . 4,67 4.16 4,10 3,65 
m sodaléslich . . . 12,20* 11,77 14,00* 13,50 
Albumin I Pe ee ee ote 11,30 10,85 10,20 9,80 
‘ II ite er Sian? Ries 14,93 13,08 12,90 11,30 
. a ee es ae 12,34* 12,.80* 13,50* 14,00* 


* Nur eine Bestimmung. 
Tabelle VI. 


(Aminogruppengehalt der Eiwei8k6érper der Cirrhose A und B und Carcinom- 


B-Punktat.) 





Menge in lg Menge in °%/o 
in cem n/10 des N-Gehalts 
Eiweifbkirper —_—_—— ——_— - 
Cir- Cir- Car- Cir- Cir- Car- 


rhose A rhose B cinomB rhose A rhose B cinom B 


Euglobulin, H,O-léslich . . . . 9,69 | 984 10,29 910 9,56 9,44 
” kochsdlzléslich . . .: 12.47 (18,01 8,38 12,00 12,35 7,22 
” sodaléslich . .. . 10,75 | 9,40* 12,46 11,00 10,20* 12,80 


Pseudoglobulin, H,O-lislich . . 15,76 | 15,10 | 14,53 = 15,10 | 14,00 | 13,50 
’ kochsalzléslich . 13,89 | 14,20 5,70 = 18,50 | 14,00 5,00 
sodaléslich . . . 986 9,70 10,33 | 10,00 | 10,50 | 11,85 


AlbuminI ........ . 2012 |20.86 | 1867 || 18,57 |19,60 | 16,87 
ms... LL} 1441 | 15:28 | 20:71 | 17:80 | 20,00 | 17.90 
Wl... .... . . 14,50 14.80* 10:96* 16.12 | 17,00* 10.03* 


* Nur eine Bestimmung. 


ein hoherer Gehalt an freien COO H- und Aminogruppen zu beobachten. 
Gleiche Unterfraktionen der Cirrhosepunktate A und B zeigen unter- 
einander nur geringe Differenzen. Die Albumine besitzen den héchsten, 
Euglobuline den niedrigsten Gehalt an COOH- und Aminogruppen. 
Zwischen den wasser- und kochsalzléslichen EiweiBkérpern der Eu- 
globuline der Cirrhosepunktate untereinander, bestehen nur geringe 
Differenzen im COOH-Gehalt. Ebenso zwischen den wasser- und koch- 
salzléslichen Pseudoglobulinen. Der Gehalt der Aminogruppen ist mit 
Ausnahme der sodaléslichen Globuline héher als der der COOH- 
Gruppen. Die sodaléslichen Globuline besitzen einen gleichen COO H- 
und Aminogruppengehalt. Wahrend der Aminogruppengehalt der 
wasser- und kochsalzléslichen Pseudoglobuline gleich, aber héher 
wie der der Euglobuline ist, hat das kochsalzlésliche Euglobulin einen 
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héheren Aminogruppengehalt als das wasserlésliche. Die Globulin- 
unterfraktionen des Carcinompunktates haben, mit Ausnahme des 
kochsalzléslichen Anteils, einen mit den entsprechenden Unterfraktionen 
der Cirrhose gleichartigen Amino- und COOH-Gehalt. Der Gehalt 
an Amino- und COOH-Gruppen des kochsalzléslichen Anteils des 
Carcinompunktats ist nicht nur gegeniiber den gleichartigen Globulin 
unterfraktionen der Cirrhosepunktate, sondern auch gegeniiber den 
wasserléslichen Globulinen des Carcinompunktats stark erniedrigt. 
Die Differenzen zwischen den Mittelwerten der Unterfraktionen der 
Cirrhosepunktate, sowie des Carcinom B-Punktats (mit Ausnahme 
seiner kochsalzléslichen Globulinfraktionen) sind fast in gleicher 
Hohe wie bei den verschiedenen Rinderseren, und zwar bis etwa 
12°, Differenz. Um zu sehen, ob diese Unterschiede nicht durch 
Alterung der EiweiBk6érper bedingt sind, wurden wasserlésliches Eu- und 
Pseudoglobulin sowie Albumin I von Cirrhose A nach 8 Monate langer 
Aufbewahrung im Eiskasten unter Toluol wieder auf ihren COO H- und 
Aminogruppengehalt untersucht. Dieser war gegeniiber den friher 
erhaltenen Werten vollkommen unveraindert. Ebenso konnte nach 
zweimaliger Umfallung mit Aceton keine Verainderung im Gehalt 
der Amino- und COOH-Gruppen beobachtet werden. 


COOH.- uhd NH,-Index. 


Als weitere Konstanten fiir die Differenzierung der Eiweibkorper 
berechneten wir das Verhaltnis der freien COOH- und NH,-Gruppen 
zum Gesamtstickstoff, sowie ihr Verhaltnis untereinander, wobei wir 
den tatsaéchlichen Verhaltnissen Rechnung tragend und entsprechend 
unserem Vorschlag in der ersten Mitteilung, den von Obermayer und 
Willheim! zuerst fiir das Verhaltnis der COOH-Gruppen (nach 
Sdrensen) zum Gesamt-N gebrauchten Namen NH,-Index COOH- 
Index nennen und fiir das wirkliche Verhaltnis der freien N H,-Gruppen 
zum Gesamtstickstoff den Namen Aminoindex gebrauchen. Die Be- 
rechnung der NH,- und COOH-Indizes geschah durch Division des 
Gesamtstickstoffs durch die Menge der COOH- oder NH,-Gruppen, 
wobei eine Gruppe einem N-Atom entspricht. Die Berechnung des 
Verhaltnisses NH,: COOH wurde ebenfalls auf Grund des N-Gehalts 
der EiweiBk6érper bestimmt. Fiir den COOH-Index wurden Mittelwerte 
der Bestimmungen nach Sérensen und Wiallstdtter verwendet. Die 
berechneten Zahlen des COOH- und NH,-Index sind in der 
Tabelle VII, des Verhaltnisses der NH,: COOH in der Tabelle VIII 


vereinigt. 


1 Diese Zeitschr. 38, 331, 1912; 50, 369, 1913. 
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Tabelle VII. 
(COOH- und NH,-Index.) 





COO H-Index N H2-Index 
Eiweibkorper Cir- Cir- Car- Cir- Cir- Car- 
rhose A rhose B | cinom B_ rhose A’ rhose B | cinom B 





Euglobulin, H,O-lislich . . 15,0 13,6 14,3 11,0 10,5 10,6 
in kochsalzléslich . 14,2 13,5 25,6 8,3 8,1 13,8 
sodaléslich . . . 9,4 8.3 8,0 9,1 9.8 7,8 
Pseudoglobulin, H, O-léslich . 9,4 10,5 12,1 6,6 7,1 7,4 
kochsalzloslich 98 97 26.4 7.4 7,1 20,0 
7 sodalislich . 454 —- 7,2 10,0 9,5 8,4 
Albumin I 7,1 7,4 10,0 5,4 5,1 5,9 
¥ i : 8.3 8,7 8,3 5,6 5,0 5.6 
II 6,7 7,0 7.3 6,2 5,9 9.9 
Tabelle VIII. 
(NH,: COOH.) 
Eiweifbkérper Cirrhose A Cirrhose B Carcinom B 
Euglobulin, H,O-léslich. . 2... 0,73 0,77 0,74 
kochsalzléslich . . .. 0,58 0,60 0,54 
- sodalislich . ..... 0,97 1,18 0,98 
Pseudoglobulin, H,O-léslich . . . . 0,70 0,68 0,61 
‘ kochsalzléslich . . . 0,78 0,73 0,76 
a sodaléslich . ... 1,39 — 1,11 
eee as. FS Se c's 4 0,76 0,69 0,59 
Rear a ode et he se 0,67 0,57 0,67 
Dees hte el 6s i te copes 0,92 0,84 1,35 


Der COOH-Index zeigt bei den Unterfraktionen aller Punktate 
mit Ausnahme der sodaléslichen Globuline und der kochsalzléslichen 
Globuline des Carcinompunktats ein Sinken der Werte von den Globu- 
linen zu den Albuminen. Ahnliche Unterschiede zeigen die Amino- 
indizes untereinander. Ganz aus der Reihe fallen die Indizes der koch- 
salzléslichen Globuline des Carcinompunktats, die auch die héchsten 
absoluten COOH- und NH,-Indexzahlen haben. Die Indizes der soda- 
léslichen Fraktionen sind untereinander gleichartig und _niedriger 
als die der benachbarten Fraktionen. Ahnliche Verhaltnisse zeigen die 
Zahlen des Verhaltnisses der NH,: COOH-Gruppen. Wahrend die 
sodaléslichen Fraktionen und Albumin IIT Zahlen um | herum ergeben, 
liegen die Werte der kochsalzléslichen Globulinfraktionen des Carcinom- 
punktats B um 0,53, die Werte der iibrigen Fraktionen um 0,7 herum. 


Kohlenhydratgehalt der EiweiSunterfraktionen. 


Uber den Kohlenhydratgehalt der EiweiSkérper existiert eine 
reichhaltige, wenn auch infolge der Verquickung mit dem hydrolysier- 
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baren Zucker im Blut, oft widerspruchsvolle Literatur’. Erst die 
Untersuchungen der letzten Jahre brachten tiber die Art des im Eiweil 
vorhandenen Zuckers einige Klarheit. Und zwar handelt es sich nach 
den letzten Arbeiten von Rimington? um ein Trisaccharid, bestehend 
aus zwei Mannose- und einem Glucosaminmolekiil. Unsere Unter- 
suchungen wurden mit Hilfe der quantitativen Auswertung der 
Tollensschen Reaktion (Orcin-Schwefelsaure) von Tillmanns-Philippi®, 
in der in der dritten Mitteilung angegebenen Form durchgefiihrt. Mit 
dieser Reaktion werden alle Triosen, Pentosen, Hexosen und Polyosen, 
nicht aber Aminozucker erfaBt. Die Bestimmungen wurden mehrfach 
bei verschiedenem EiweiBgehalt durchgefiihrt. Die gefundenen Werte 
beziehen sich auf Dextrose, welche als Vergleichslésung verwendet 


Tabelle IX. 


(Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper in Prozenten.) 





Cir- Cir- : Car- Car- 
Eiweifkérper rhose A rhose B | Sarkom = ¢inom A | cinom B 
0 0 0 0 } 0 
Euglobulin, H,O-léslich . . . . 0,99 1,06 0,89 1,16 1,22 
- kochsalzléslich . . . 1,10 1,04 0,95 1,25 1,03 
sodaléslich. . . . . 2.16 2.51 2,72 3,16 3,64 
‘ natronlaugeléslich. . 5,09 — 4,71 ~ -- 
Pseudoglobulin, H,O-léslich . . 1,32 1,36 1,43 1,45 1,42 
a kochsalzlislich . 1,95 2,11 2,02 2.06 1.91 
a sodaléslich . . 3 2.50 2,48 2,90 8,43 3,20 
Pe es ABS ee OTS 0,68 0,82 | 0,87 
is a a 0,81 0,84 0,78 0,90 0,86 
ee a sg ee 115 | 1,25 


Tabelle X. 


(Kohlenhydratgehalt der Eiwei8k6rper in Milligramm auf | g N.) 





Cir- Cir- , Car- Car 
Eiweiikérper rhose A rhose B | Sarkom cinom A | cinom B 

mg mg mg mg mg 
Euglobulin, H,O-lislich . . . . 148 153 136 175 186 
- kochsalzléslich . . . 160 180 150 200 210 
- sodaléslich. . ... 295 320 340 380 390 

‘ natronlaugelislich . 500* ane 420* 
Pseudoglobulin, H,O-léslich. . . 198 205 220 220 225 
‘ kochsalzléslich . 280 300 325 320 305 
- sodaloslich . . . 345 320 290 405 390 
De ie Se oa Tie i a eae a 102 122 | | 135 
‘ aes ee eee 120 125 120 138 140 
= —_ a eee 150 140 160 


* Nur eine Bestimmung. 


! Siehe dritte Mitteilung. 
2 Nature, Dezember 1930. 
® Diese Zeitschr. 215, 36, 1929. 
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wurde und sind sowohl in Prozent der EiweiBkérper (Tabelle 1X) wie 
auch in Milligramm Kohlenhydrate auf ein Gramm EiweiB-N berechnet 
(Tabelle X). 

Die Menge der Kohlenhydrate in den einzelnen EiweiBkérpern 
differiert innerhalb weiter Grenzen. Die niedrigsten, untereinander 
gleichartigen Werte zeigen die Albumine I und II. Von den Globulin- 
unterfraktionen zeigen die natronlauge- und sodaléslichen Globuline 
gegeniiber den iibrigen Globulinen einen zwei- bis vierfach erhéhten 
Kohlenhydratgehalt. Von den Globulinen haben den _ niedrigsten 
Kohlenhydratgehalt die wasser- und kochsalzléslichen Euglobuline 
und das wasserlésliche Cirrhose-Pseudoglobulin. Wahrend die wasser- 
und kochsalzléslichen Euglobuline von allen fiinf Punktaten fast den 
gleichen Kohlenhydratgehalt aufweisen, zeigen die kochsalzléslichen 
Pseudoglobuline gegeniiber den wasserléslichen einen etwas erhéhten 
Kohlenhydratgehalt. Die gleichen Unterfraktionen verschiedener 
Punktate haben untereinander fast den gleichen Kohlenhydratgehalt, 
mit Ausnahme der sodaléslichen Globuline der Carcinompunktate. 
Diese haben gegeniiber den gleichen Unterfraktionen der Cirrhose- 
punktate und des Sarkoms einen erhéhten Kohlenhydratgehalt, wozu 
noch der viel héhere Gehalt der Carcinompunktate an sodaléslichen 
Globulinen dazukommt. DaB diese Vermehrung der Kohlenhydrate 
bei Carcinom kein zufalliger Befund ist, beweisen die Forschungen 
von 2. Freund', der schon im Jahre 1885 und 1887 nach Hydrolyse 
einen stark erhéhten Kohlenhydratgehalt im Carcinomgewebe und im 
Blut von Carcinomkranken nachweisen konnte. Freund und Kaminer! 
fanden, daB Carcinomgewebe gegeniiber dem normalen oder Sarkom- 
gewebe eine erhéhte Adsorptionsfahigkeit fiir Kohlenhydrate besitzt 
und daB die beim Blut von Carcinomkranken fiir Carcinomzellen vor- 
handene schiitzende Wirkung an den sodaléslichen Anteil der Globuline 
gebunden ist und auf Zusammenwirken eines Kohlenhydratkomplexes 
mit einer pathologischen Carcinomfettsdéure beruht. Es wurden auch 
unsererseits Versuche unternommen, den Kohlenhydratgehalt der 
EiweiBkérper des Serums nach Entfernung der nicht eiweibhaltigen 
Stoffe von Normalen, Diabetikern und Carcinomkranken zu bestimmen. 
Diese mit R. Katz unternommenen, noch nicht abgeschlossenen Versuche 
ergaben bei Normalen einen Kohlenhydratgehalt von 30 bis 60 mg auf 
die in 100ccm Serum vorhandenen Eiweibkérper, bei Diabetikern 
wurde keine Verinderung der Werte gefunden, bei Carcinomkranken 
konnten immer stark erhéhte Werte nachgewiesen werden und zwar 
120 bis 220 mg auf 100 ccm Serum. 


1 E. Freund u. G. Kaminer, Biochemie des Carcinoms. Verlag Springer, 
1925. 
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Die jetzigen Vorstellungen iiber die Struktur der EiweiBmolekiile, 
auf den Arbeiten von K. H. Meyer, Mark und Staudinger iiber die Struktur 
der hochmolekularen K6érper beruhend, nahmen fiir die EiweiBikérper 
einen Aufbau aus Hauptvalenzketten an, der durch Nebenvalenzen zu 
noch gréBeren Gebilden (Micellen) sich vereinigte. Ahnliche Anschauungen 
vertritt in seinen Arbeiten S. P. L. Sérensen', der einen Aufbau des Eiweib- 
molekiils aus einer Anzahl locker und reversibel aneinander gebundenen 
Komponenten, besonders Polypeptidketten annimmt, der bei Vorhanden 
sein starker Restvalenzkréfte mit vielen Stoffen besténdige Systeme er- 
gibt. Da die Restvalenzkrafte bei verschiedenen Systemen verschieden 
stark sind, so miiBte zuerst eine Trennung der Systeme voneinander und 
dann die Bestimmung ihrer Komponenten stattfinden, wobei denaturierende 
Einfliisse zu vermeiden waren. Diese Vorstellungen auf unsere bisherigen 
Arbeiten angewendet, ergeben, da man mit Hilfe der von uns angewendeten 
Trennungsmethoden, die eine weitgehende Schonung der nativen Eigen 
schaften der EiweiBkérper erméglichen, eine Trennung in konstante, 
chemische und physikalische Eigenschaften aufweisende Unterfraktionen 
stattfindet. Bei Erkrankungen, die mit einer Veraénderung der Figenschaften 
der EiweiBk6rper einhergehen, findet wahrscheinlich neben der Vermehrung 
verschiedener Komponentensysteme, die chemisch nachweisbar ist, auch 
eine Verainderung der durch die Nebenvalenzen gebundenen Stoffe, z. B. 
die Kohlenhydratbindungsfaéhigkeit des Carcinomgewebes nach E. Freund 
oder die Vermehrung des Cholesterins der Pseudoglobulinfraktion? usw. 
statt. 


Zusammenfassung. 


Die bisherigen Untersuchungen ergeben, da8 die beim Rinderserum 
nach Trennung der EiweiBkérper des Eu- und Pseudoglobulins auf 
Grund ihrer Léslichkeit und des Albumins auf Grund seiner Aus- 
salzungsgrenzen in Unterfraktionen gefundenen weitgehenden bio- 
logischen, physikalischen und chemischen Unterschiede auch bei den 
auf die gleiche Weise aus menschlichen Punktionsfliissigkeiten dar- 
gestellten EiweiBkérpern vorhanden sind. Eiwei8kérper aus normalen 
oder gleichartigen pathologischen Punktionsflissigkeiten auf die gleiche 
Weise dargestellt, zeigen untereinander nur geringe Unterschiede. 
EiweiBkérper verschiedener pathologischer Herkunft zeigen in be- 


stimmten Unterfraktionen starke Verminderung oder Vermehrung > 
der EiweiBmenge dieser Fraktion, sowie eine Veranderung derchemischen | 


FKigenschaften derselben, wahrend andere Unterfraktionen nur gering- 
fiigige Unterschiede aufweisen. 

Die Menge des bei Cirrhose-, Sarkom- und Carcinompunktaten 
in den einzelnen Fraktionen gefundenen Eiweibes weist folgende 
Differenzen auf: 1. Die Menge des Gesamtalbumins bei Carcinom- 


1 Zusammenfassende Darstellung von Sérensen siehe Kolloidchem. 
Zeitschr. 53, 1930. 
2 E. Freund u. G. Kaminer, Biochemie des Carcinoms. 
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punktaten gegeniiber den Cirrhose- und Sarkompunktaten ist stark 
vermehrt. 2. Die Menge der sodaléslichen Globuline ist bei Carcinom 
drei- bis viermal so groB als bei Cirrhose. Die Menge der kochsalz- 
léslichen Globuline betragt nur ein Sechstel der im Cirrhosepunktat 
vorhandenen. 

Der Kohlenhydratgehalt der sodaléslichen Globuline des Carcinom- 
punktats ist gegeniiber den iibrigen sodaléslichen Globulinen erhéht. 
Der Gehalt an freien COOH- und NH,-Gruppen der kochsalzléslichen 
Anteile der Carcinomglobuline erniedrigt, was gleichzeitig eine Steigerung 
ihres COOH- und NH,-Indizes bedingt. 

Die sodaléslichen Globuline zeigen gegeniiber den iibrigen Unter- 
suchungen besonders weitgehende chemische Differenzen, und zwar 
sehr stark erhéhten Kohlenhydratgehalt, stark erniedrigten N-Gehalt 
und einen fast gleichen Gehalt an NH,- und COOH-Gruppen. Ebenso 
weisen die in geringen Spuren vorhandenen natronlaugeléslichen Ei- 
weibkérper eine abweichende chemische Zusammensetzung auf. Die 
Vermehrung des sodaléslichen Globulinanteils, sowie ihr besonders 
erhéhter Kohlenhydratgehalt bei Carcinom bildet eine Erklarung fiir 
die nach Hydrolyse im Carcinomserum gefundenen erhéhten Zucker- 
werte. 

Bei unseren weiteren Untersuchungen werden wir neben starkerer 
Charakterisierung der SerameiweiBk6rper auf chemischem Wege ver- 
suchen, Untersuchungen von GewebseiweiBkérpern durchzufiihren, weil 
diese bei verschiedenen pathologischen Zustanden die hier gefundenen 
Differenzen in starkerem Mabe aufweisen diirften. 





{ 
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Uber eine klinisch brauchbare Methode zur Bestimmung des 
Harnstoffs im Urin mit Hilfe von Sublimat. 


Von 


B. Lustig und H. Bromberg. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 


Wien ITI.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1931.) 


Die Bestimmung des Harnstoffs im Harn fiir klinische Zwecke findet 
in den meisten Laboratorien noch immer nach verschiedenen Modi- 
fikationen der Knoop-Hiifnerschen Methode (Bromlauge) statt. Uber 
die groBen Fehlerquellen der Bromlaugenmethode (bis 25°) existiert 
eine reichhaltige Literatur, doch konnte sie infolge ihrer groBen Einfach- 
heit und Schnelligkeit der Ausfiihrung fiir klinische Reihenbestimmungen 
nicht vollstandig von den anderen verdrangt werden. Als genaueste Be- 
stimmung mu das Erhitzen des Urins mit Magnesiumoxyd im Auto- 
klaven bei 130° angesehen werden, wobei der gesamte Harnstoff resilos 
in Ammoniak ind Kohlensaéure umgewandelt wird und durch Feststellung 
beider bestimmt werden kann. Bei der Bestimmung nach Folin wird der 
Harnstoff mit Hilfe von Urease in Ammoniak umgewandelt und als solcher 
bestimmt. Mit der Methode nach Folin gelingt es bei reinen Harnstoff- 
lésungen, fast den gesamten Harnstoff in Ammoniak umzuwandeln. 
Im Urin werden bis 97°, des Harnstoffs in Ammoniak umgewandelt. 
Die Methode wird infolge der geringen Haltbarkeit der wasserigen 
Ureaselésung und notwendigen Destillation des Ammoniaks fiir klinische 
Zwecke in geringerem MaBe verwendet. Bei manchen pathologischen 
Harnen konnten wir, wahrscheinlich infolge des Vorhandenseins von die 
Ureasewirkung hemmenden Substanzen nur bis 90°, des Harnstoffs 
in Ammoniak umwandeln. 

Unsere Untersuchungen gingen dahin, eine fiir klinische Zwecke 


geniigend genaue Methode zu finden, die auf méglichst einfache Weise 
die Bestimmung des Harnstoffs im Urin erméglichen wiirde. Als solche 
kam in erster Linie die Bestimmung mit Sublimat in Betracht. Die 


Untersuchungen von Freund und Fellner! ergaben, daB bei direkter 
Behandlung von Harn mit einer geniigenden Sublimatmenge und nach- 
heriger Fallung mit Natriumacetat und Natriumcarbonat es gelingt, 


+ Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 401, 1902. 
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alle N-haltigen Substanzen im Urin als Quecksilbersalze fraktioniert 
zu fallen, wobei die einzelnen Substanzen quantitativ voneinander 
getrennt werden. Es gelang ihnen, auf diese Weise die Purinkérper, 
Ammoniak, Kreatinin und Harnstoff voneinander zu trennen und zu 
bestimmen. Eine weitere Trennung und Bestimmung auch der im 
pathologischen Harn vorhandenen Substanzen fiihrten 8B. Lustig 
und B. Speise! durch Ausbau und Modifizierung der Freund-Fellnerschen 
Methode durch. JB. Lustig und K. Fiirst® wendeten die Methode zur 
Trennung der einzelnen N-haltigen Bestandteile des Rest-N an. 

In Anlehnung an die Untersuchungen von Freund und Fellner 
wurde von Friedlander? infolge der Schwierigkeiten der Brombeschaffung 
nach dem Kriege an Stelle der Bromlaugenbestimmung die Verwendung 
von Sublimat fiir direkte Titration des Harnstoffs im Urin vorgeschlagen. 
Freund und Fellner beobachteten, dab bei fortgesetzter Zugabe von 
Sublimat zu Urin dieser mit Natriumcarbonat einen zuerst weiBen, 
dann gelben und zum SchluB8 einen braunen Niederschlag ergab. Der 
braune Niederschlag ist durch Ausscheidung von Quecksilberoxyd 
bedingt. Friedldnder bestimmte den Harnstoff in der Weise, indem er 
den Harn so lange mit einer gesattigten wasserigen Sublimatlésung 
versetzte, bis eine Probe mit Soda einen braunen Niederschlag ergab, 
was bei einem Verhaltnis von etwa 7 Mol Sublimat zu 1 Mol Harnstoff 
der Fall war. Die anderen N-haltigen Substanzen wurden vernach- 
lassigt, da diese zum Teil nur in geringen Mengen im Harn vorhanden 
sind und auch eine geringere Sublimatbindung gegeniiber dem Harnstoff 
zeigen. Friedlander gelang es mit Hilfe der direkten Titration des 
Harnstoffs mit Sublimat, mit der Bromlaugenmethode iibereinstimmende 
Resultate zu erhalten. 

Unsere Versuche gingen dahin, die Genauigkeit der Harnstoff- 
bestimmung mit Sublimat durch Entfernung der iibrigen sublimat- 
bindenden Substanzen zu erhéhen. Es wurde zuerst der Sublimat- 
verbrauch der im Harn vorhandenen Substanzen einzeln bestimmt. 
Die fiir die weiteren Bestimmungen verwendete Sublimatlésung wurde 
durch Verdiinnen einer hitzegesittigten, wasserigen Sublimatlésung 
auf die Halfte und nachheriges Stellen mit einer 0,1°,igen wasserigen 
Harnstofflésung hergestellt. Das Stellen der Sublimatlésung erfolgte 
in der Weise, daB die Lésung so lange verdiinnt oder konzentriert 
wurde, bis 10 cem der 0,1°,igen Harnstofflésung mit 10 cem Sublimat- 
lésung versetzt, beim Tiipfeln gegen 20°,ige Sodalésung auf einer Glas- 
platte innerhalb 3 bis 4 Sekunden einen braunen Niederschlag ergab. 
10 ccm der Harnstofflésung mit 9,8 ccm der Sublimatlésung versetzt, 


1 Diese Zeitschr. 206, 340, 1929. 
2 Ebendaselbst 215, 205, 1929. 
3 Miinch. Med. Wochenschr. 1921, 8. 1225. 
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durften innerhalb der ersten 3 bis 4 Sekunden keinerlei Braunfirbung 
mit Soda zeigen. Die auf diese Weise gestellte Sublimatlésung entsprach 


pro Kubikzentimeter einem Milligramm Harnstcff. 


Die Titration der einzelnen Harnbestandteile, sowie Gemische der- 
selben ergab, daB die nicht N-haltigen organischen Substanzen (Zucker, 
Aceton, Oxalsiure) sowie die anorganischen Salze (Chloride, Phosphate, 
Sulfate) in der im Harn iiblichen Konzentration weder allein noch in Gegen- 
wart von Harnstoff einen Sublimatverbrauch zeigten. Von den N-haltigen 
Harnsubstanzen verbrauchten die Purinkérper eine sehr geringe Sublimat- 
menge, die iibrigen ziemlich betrachtliche Mengen, wenn auch keine der 
untersuchten Substanzen den Sublimatverbrauch des Harnstoffs zeigte. 
leem der Sublimatlésung entsprach | mg Harnstoff, 1,12 mg Kreatin, 
1,38 mg Glykokoll, 1,76 mg Kreatinin, 2,66 mg Guanidincarbonat, 2,84 mg 
Ammonchlorid, 3,31 mg Ammonsulfat, 4,06 mg Ammonnitrat und 10 mg 
Hippurséure. Die Umrechnung auf den N-Gehalt der einzelnen Substanzen 
ergibt ein veraéndertes Bild. So entsprechen im Sublimatverbrauch | mg 
Harnstoff-N 0,55 mg Glykokoll-N, 0,77 mg Kreatin-N, 1,31 mg Kreatinin-N, 
152mg Ammonsulfat, 1,52 mg Ammonnitrat, 1,58 mg Ammonchlorid, 
1,68 mg Hippurséure-N und 2,67 mg (Guanidincarbonat-N. Es zeigen 
alle anorganischen Ammonsalze den gleichen Sublimatverbrauch in bezug 
auf ihren N-Gehalt. Gemische der einzelnen Substanzen verbrauchten die 
Summe der von den Substanzen gesondert verbrauchten Sublimatmengen. 
Stérend wirkt bei der Titration das Vorhandensein von freien anorganischen 
Séuren oder Laugen. Um diese Stérungen zu vermeiden, wurden alle 
Versuche in Gegenwart von 2 bis 4 Tropfen 50 °,iger Natriumacetatlésung 
durchgefiihrt. 

Die besonders in pathologischen Harnen in gréBeren Mengen vor- 
handenen sublimatverbrauchenden Substanzen sind, vom Harnstoff ab- 
gesehen, Ammonsalze, Purinkérper, Kreatin, Kreatinin, EiweiB und patho- 
logische Farbstoffe. Die Entfernung der Ammonsalze ]a8t sich mit Hilfe 
des Permutits leicht durchfiihren. Die Entfernung der iibrigen st6renden 
Bestandteile fiihrten wir (nach vorherigen mit Hilfe von Urease oder der 
Reduktion mi®lungenen Versuchen), ankniipfend an die Arbeiten von 
Kriiger und Schmidt! mit Phosphorwolframséure durch. Gleichzeitig 
durchgefiihrte Versuche ergaben, da die im Filtrat der Phosphorwolfram- 
siurefallung vorhandene itiberschiissige Phosphorwolframsaure die Sublimat 
titration nicht hinderte. Die fiir jeden Harn notwendige Phosphorwolfram- 
siuremenge wurde jedesmal gesondert ermittelt, was bei einiger Ubung 
in 1 bis 2 Minuten durchfiihrbar ist. Die bei vielen Harnen durchgefiihrten 
Bestimmungen ergaben sogar mit Ausnahme der zuckerhaltigen Harne 
einen Zusammenhang zwischen dem spezifischen Gewicht und dem Phos- 
phorwolframsaéureverbrauch, und zwar verbrauchen 5ccm Harn vom 
spezifischen Gewicht 1,010 etwa 2 cem Phosphorwolframsaure, fiir je 5 Einh. 
der dritten Dezimale mehr, einen um 1,5cem gesteigerten Phosphor- 
wolframsaureverbrauch. Es ergibt sich folgende Tabelle: 

Harn vom spezifischen Gewicht bis 

1,010 verbraucht 2,0 cem 10°,ige Phosphorwolframsaéure 
1,010 bis 1,015 a ae ew » 
1,015 ,, 1,020 is BO 4° WW ae re 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 31, 1900/01, 556. 
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Die Bestimmung der notwendigen Phosphorwolframséuremengen geschah 
in der Weise, daB 5 cem Harn mit 0,5 cem 10° iger HCl und der 
auf Grund des spezifischen Gewichts ermittelten Phosphorwolframsaure- 
menge versetzt und filtriert wurde. Das Filtrat darf nach Zugabe frischer 
Phosphorwolframséure innerhalb 1 Minute keine flockige Faéllung zeigen. 
Bei Entstehen einer flockigen Faéllung wird die Phosphorwolframsiaure- 
menge vermehrt. Nur bei zuckerhaltigen Harnen werden 5 ccm Harn mit 
0,5cem 10° iger Salzsiure und 3cem Phosphorwolframséure versetzt 
und filtriert. Das Filtrat wird nach Zugabe frischer Phosphorwolframsaure 
auf das Vorhandensein von fallbaren Substanzen untersucht. Beim Auf- 
treten einer flockigen Faéllung im Filtrat innerhalb 1 Minute wird die 
Phosphorwolframsauremenge vermehrt, beim Ausbleiben wird der Versuch 
mit einer verringerten Menge durchgefiihrt. 

Der Gang der Harnstoffbestimmung ist folgender: 5ccm vorher 
mit Permutit geschiittelten Harns werden mit 0,5ccm 10°,iger Salz- 
saure und mit der vorher ermittelten notwendigen Phosphorwolfram- 
siuremenge versetzt und filtriert. Die Halfte des Filtrats wird in einem 
25-ccm-MeBzylinder mit 3ccm 1°,iger Natronlauge (zwecks Neutrali- 
sation der Hauptmenge des Salzsaureiiberschusses) und mit 2ccm 50°, ig. 
Natriumacetatlésung versetzt und mit Wasser auf 25ccm aufgefiillt. 
Zweimal ie 10 ccm der Lésung entsprechend je 1 cem Harn werden mit 
der gestellten Sublimatlésung titriert. Verbrauchte Kubikzentimeter 
Sublimatlésung dividiert durch 10 ergeben den Harnstoffgehalt in 
Prozenten. 

Die Bestimmung des Ammoniaks durch Titration des Harns vor 
und nach dem Ausschiitteln mit Permutit ergaben nur bei Vorhandensein 
gréBerer Ammoniakmengen nennenswerten Sublimatverbrauch.  Zu- 
sitze von Harnstoff zum Harn konnten mit einer Fehlerbreite von 

4,0°%, wiedergefunden werden. Zusitze von Eiweib, Kreatin und 
Ammonsalzen wurden immer durch die Phosphorwolframsaurebehand- 
lung entfernt. 

Es wurden auch bei normalen und pathologischen Harnen direkt und 
nach der Behandlung mit Permutit und Phosphorwolframséure-Salzsaéure 
der Sublimatverbrauch bestimmt. Bei normalen Harnen war die Differenz 
zwischen den beiden Titrationen bis maximal 15°,, bei pathologischen 
Harnen bis 25%. 

Zusammenfassung. 


Es wird eine auf Titration mit Sublimat nach Phosphorwolfram- 
siurefallung beruhende Harnstoffbestimmungsmethode mitgeteilt, die 
in einem kurzen Zeitraum die Bestimmung des Harnstoffs im Urin 
auf -- 4°, erméglicht. 





Die Kinetik der Zellreaktionen. II. 
Von 
J. Weichherz. 
(Aus dem Chemisch-Pharmazeutischen Institut Moskau.) 
(Eingegangen am 9. Juni 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der ersten Veréffentlichung! konnte gezeigt werden, da} eine 
monomolekulare Zellreaktion gemaB folgender exponentieller Gleichung 
dé Ande . ; 
—— > - Go (¢ “2 
dt Ay — Ao 
verlauft. Versuche, welche mit Hefe ausgefiihrt wurden, ergaben, 
daB diese Gleichung bei kleinen Zuckerkonzentrationen (6, 0,0045 y) 
tatsachlich erfillt ist. Im Zusammenhang mit dieser Gleichung wurde 
aus der Anfangsbeschleunigung der Hefegirung die GréBenordnung 
der Durchlassigkeit der Hefezellmembran berechnet. Infolge einer 
bedauerlichen Verwechslung zweier Versuchsreihen ist hierbei ein Fehler 
in die Berechnung gelangt. Unter Verwendung der richtigen Zell- 
konstanten: 
f 1,57. 10—° qem, y = 0,5. 10%, 
D = 2,756 .10~4 em/Min, Gy == 0,00 454, 
[Fa 


v = 0,9157 cem, > 
dt? 


1,023. 10-*cem CO, 
t 0 


3.65. 10-5¢ Glucose 
ergibt sich 


0,336. 10-6. 


Setzt man fiir k = 0,1 ~ 1,0 und 0 6.10-§ ~ 4.10-5, so erhalt 
man fiir 
2.016 . 10-12 ~ 1,334. 10-" ~ 0,77 . 10-%. 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. A, 145, 330, 1929 (mit I. angefiihrt). 
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Das Ergebnis ist also, daB die wahrscheinliche Permeabilitat der unter- 
suchten Hefezellen weit geringer ist, als in 1. angegeben. Ob nun diese 
Zahlen auch den tatséchlichen Verhaltnissen entsprechen, laBt sich 
durch Auswertung von Gargeschwindigkeitskurven entscheiden. Dies 
wird in einer der nachsten Veréffentlichungen an einem ausfiihrlichen 
Versuchsmaterial unternommen werden. Es sei hier nur so viel bemerkt, 
daB kein zwingender Grund vorhanden ist, fiir k << 1 zu setzen. Seit 
der Fertigstellung von I. weist das neue Versuchsmaterial eindeutig 
auf k >1 hin. Es ist auch wahrscheinlich geworden, daB fiir 6 eher 
4.10-5 als 6. 10-® gesetzt werden muB. Des weiteren ist es ziemlich 
unwahrscheinlich, daB « gerade in der arithmetischen Mitte der be- 
rechneten Grenzen liegen wird. Nachdem fiir die weitere Verfolgung 
dieser Probleme nicht nur der Verlauf der in I. berechneten C-, c-, 

d6é d26 

aoe S- 

dt dt? 
die Kenntnis der Funktionen der Konzentration des Reaktionsproduktes 
in der Zelle und auBerhalb der Zelle wichtig ist, sollen diese hier folgend 
ermittelt werden. Bevor dies durchgefiihrt wird, sollen noch einige 
Bemerkungen iiber die Méglichkeit des periodischen Verlaufs einer 
Zellreaktion mitgeteilt werden. 


und 6-Funktionen von Bedeutung ist, sondern auch 


1. Der periodische Verlauf giner Zellreaktion. 


Es soll naher untersucht werden, ob die in I. gegebene Differential- 
gleichung 


aa + (24+ no + 2uvvke = 0 
neben der mitgeteilten aperiodischen exponentiellen Lésung nicht 
auch eine periodische Lésung zulaBt. Obwohl dies theoretisch durchaus 
méglich ist, wurde bereits in I. hiervon abgesehen, weil die rein physi- 
kalischen Bedingungen eines Zellsystems unter den dort vorherrschenden 
Bedingungen den periodischen (harmonisch abklingenden) Verlauf der 
Reaktion ausschlieBen. Wenn nunmehr hier die Unmdglichkeit des 
oszillierenden Charakters der Reaktion doch etwas ausfiihrlicher be- 
sprochen wird, so erfolgt dies aus dem Grunde, weil bei den in einer 
folgenden Abhandlung zu besprechenden gekoppelten Zellreaktionen 
der periodische Verlauf durchaus méglich wird!. Es sind auch experi- 
mentelle Unterlagen fiir die Realisierbarkeit solcher Erscheinungen 
vorhanden. 

Damit obige homogene Differentialgleichung eine periodische Lésung 
gibt, miiBte die quadratische Gleichung 

44 — (Qu+ks+2urvk = 0 


1 Von umkehrbaren Reaktionen wird vorléufig abgesehen. 
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zwei konjugierte komplexe Wurzel liefern, d.h. die Diskriminante muB 
negativ sein. Wiirde dies unter bestimmten Bedingungen erfolgen, so 
erhaélt man unter Beriicksichtigung der Anfangsbedingungen 


sowie der Bedingung 
. 


do —vvk)\ edt, 


0 


0 bt .- F 
e ”* sin (ta? b?) 


\a? —h* wvk 


und 
a* bt . - - 
vuke = sin (t a? b2) , 
ya" , 
a Qu 
a’ 2uvck und b z 
ist. Die naheren mathematischen Einzelheiten wollen wir uns ersparen, 
da diese Formeln zunachst fiir uns keine weitere Bedeutung haben. 
Damit diese periodische Lésung méglich wird, ist es also erforderlich, 
daB die Diskriminante der quadratischen Gleichung fiir / 
Qu+tk\?2 
= =* 7" 
D { 3s } Quvvk <0 


So / 
wird. Wenn man beriicksichtigt, daB 


fa D 1 
“ a —— re 
vd 2V+-f0 
bzw. mit Hilfe der Beziehung 
Vo V+rr+rfo 
feD 1 
a= = ° 
vo 2 v(fd+2v) 
ist, so findet man fiir die Diskriminante den Ausdruck 


[‘<S 1 ky f«D 2 wk 0 
vd 2—v(2v+/d) * 2 § “2—2(2v + fd) : 
Es ist natiirlich, daB unsere Differentialgleichung nur dann einen physikali- 
schen Sinn hat, wenn »y > 0*. Die Anzahl der Zellen hat auch eine obere 
Grenze', wenn sich aus Gleichung (3) fiir V = 0 ergibt 
1 
* max v+ fo 


* r ist bei einem gegebenen Zellsystem die einzige variable GréBe der 
Diskriminante. 

1 In Wirklichkeit liegt diese Grenze noch tiefer. Wenn man ganz 
gleich groBe kugelférmige Zellen in Betracht zieht, so kénnen bei dichtester 
Bepackung des Raumes nur 74,04°;, des Raumes von den Zellen belegt 
werden. Da die Zellen weder kugelférmig, noch gleich groB sind, wird V 
nicht 0, sondern zwischen den Grenzen 0 und 25,96 Vol.-°%, liegen, d. h. 

0,74 ~ |] 


Vmax ™~ . 
v+ fd 
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Es besteht also die Bedingung 


0 2 J 
_ * v+ fo 
Fir 
2 
m a, +73 . 


wachst die Diskriminante iiber alle Grenzen und die Gleichung verliert 
» 


ihren Sinn. Man sieht aber, dab bei v. = jq die Gleichung sowieso 


2v 
keinen physikalischen Sinn hat, denn es ist stets Tmax > vo. Andererseits 
ist leicht einzusehen, daB fiir » = 0 bis »y~ die Diskriminante stets positive 
Werte besitzt. Negative Werte kénnen erst fiir »y > v,. auftreten. Hieraus 
folgt aber, daB bei gegebenen Zellkonstanten (f, v, x, 6, k) durch Anderung 
der Zellanzahl kein periodischer Verlauf der Zellreaktion entstehen kann. 
Andert man das Zellsystem, d.h. die Konstanten, so bleibt fiir positive 
Werte dieser Konstanten die Diskriminante stets positiv, wodurch der 
periodische Verlauf auch fiir die verschiedenen Zellsysteme ausgeschlossen 
ist. Hiermit ist also die Frage nach einem periodischen Verlauf einer Zell- 
reaktion zunadchst negativ beantwortet. 


2. Die Konzentration des Reaktionsprodukts 
in der Zelle. 


Die Anderung der Konzentration des Reaktionsproduktes ist 
durch folgende Gleichung festgelegt : 


de fa,D 
1 1/71 ' 
v— = — — (ce, —U,)+ xevke 
dt : : 
a, D _ Ayde 26 :' , ; 
oe Oe 094 a, 
A,—4. 1 
in welcher wie friiher v = das Volumen einer Zelle, f = die Ober- 


fliche einer Zelle, «, = Permeabilitaétskonstante der Zelle fiir das 
Reaktionsprodukt, D, = Diffusionskonstante des Reaktionsproduktes, 
k = Reaktionskonstante, ce = Konzentration des Rohstoffs in der Zelle, 
c, = Konzentration des Reaktionsproduktes in der Zelle, C; = Kon- 
zentration des Reaktionsproduktes auBerhalb der Zelle, 6 = Dicke der 
Membran, * der stéchiometrische Koeffizient zwischen Rohstoff und 
Produkt ist. Die Gleichung ergibt sich aus der Uberlegung, daB die 
Anderung der Menge des Reaktionsproduktes innerhalb einer Zelle 
die Differenz der aus der Zelle hinausdiffundierenden und der aus dem 
Rohstoff entstehenden Menge ist. Fiihrt man analog zu 6 die Durch- 
schnittskonzentration S des Reaktionsproduktes ein, so haben wir 
die Bedingung 


c =e C a av + v,) 7 2V + Vv 0 = 
S= vee, + of8 A 4+ VC", = et wh o> id (5) 














Kinetik der Zellreaktionen. IL1. 329 


Da nun wegen 





% (09 — 9) Ss 
iS do hy ho : 
= = % <= — x Oo (é Agt P A,t) 
dt dt Ay —Ag 
2v+/0 dc, 2V++f0 dt ' 
y— + - . ih) 
2 dt 2 dt 


kénnen wir nach der Differenzierung von Gleichung (4) mit Hilfe von Glei- 
dC 
1 


chung (6) eliminieren, wodurch wir nach Beriicksichtigung von | vgl. L., 


Gl. (8)] V+rv+erfo 1 (7) 
die Differentialgleichung 
d* cy d C4 A, ho xO ai 24 
+ Qu se — (Qu vu-Ag)le e*, (2u ru-Ayve ‘ ] i) (3S) 
d t* di Ay-ho UT : . . . 
erhalten, wo 
fa, D, I 


4y ——— 


vd 2V+4+efo° 


Zur Lésung dieser Differentialgleichung, welche der allgemeinen Form 








d? c de 
: +4. ees) | Pt t) 4) 
, ‘ dt? dt 
entspricht, setzen wir 
dc, P on. as 
Z und : ; 
dt dt? dt 
wodurch wir die Differentialgleichung erster Ordnung erhalten: ( 
dz 
— + Qz— P(t) = 0. 
dt 
Mit Hilfe der Methode der Variationen der Konstanten'! bekommen wir 
: dc, bi x0, [f24,rv- hy jot 24, "0 Ay .¢ K Quit 
2 — c—__— i — ¢ oa Eee © 4 + Aye F 
dt vv 24,- hy 2“; - Ay 
Die Konstante K, ergibt aus den Anfangsbedingungen 
1 £ 
dé 
t 0. l 0 
dt 
zu 
K QA, hg % Oy My, (1 vr) 
My 9 9 . 
2 : (2 M44 - Ay) (2 44> Ag) 
Es ist also 
dc, hy hy 0 [Deut — hy ant 2H, v"—A, it 
anil -_— | —________—= ¢ eS ef A 
dt Ay —_ hy ue 2 My hg 2 uy hy 
2A, 49% 0) (1— vr) 4, 2u,t 
(2 4, — 4,) (24, — Aq) v2 


und hieraus durch Integration und _ Beriicksichtigung der Anfangs- 


bedingungen 


t 0, ¢ 0 
{ 1 2a, Ay a dl Zu ve hy Act 
Cy x Oy hy € . ~ hy € . 
(A, - hy) U2 24, — A, * 24, hy . 
hy he - "w) 
43(1—t ge Smt ay (9) 
(2a, —4,)(24, — Ay) v2 


Berlin 1930. 


1 L. Bieberbach, Differentialgleichungen, III. Aufl., 8. 11. 
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3. Die Konzentration des Reaktionsprodukts auBerhalb der Zelle. 

Die Anderung der Konzentration des Reaktionsproduktes auBerhalb 
der Zelle entsteht durch die aus den Zellen herausdiffundierenden 
Mengen und kann daher durch folgende Gleichung festgelegt werden 





,dc, coy fa,D, 


ee OY - 0 
dt 0 1 vr (10) 


wo V das zellfreie Volumen des Systems und 7 die Zellenzahl im Kubik- 
zentimeter bedeutet. Differenziert man diese Gleichung (9) und geht 
aus Gleichung (6) mit dc, /dt hinein, so erhalt man unter Beriicksichtigung 
von Gleichung (7) die lineare Differentialgleichung zweiter Ordnung 
aC io hy ho 
a i Be 2 My % Oy Ld .(g “ef — 9 44 (0), (11) 
dt - of A) — 4g 
wo 
fa D, l 
Vo 2v- fo 
Zur Lésung dieser Gleichung setzt man wie vorher 
46, . PO, as 
dt at dt 
und verfolgt wieder die Methode der Variation der Konstanten. Hierbei 
ergibt sich zunéchst 
- dQ, 2h, Ay 


2 ~- Mg XO 


“ 
dt Rawk”? (5 jie . 


v : e ' | K. “ 2uet | 


Die Integrationskonstante berechnet sich aus der Anfangsbedingung 


dt 
¢=0, —?=-0 
dt 
fiir 
. 2 hy hy % My Oy 
Ky 9 9 . 
(2 My — 4)) (So Mg — Ag) 
Also ist 
dC QA, hg Mg #O 1 : aii 
—1 = , a | [(2 uy — A,) e “2! 
dt (2 ug - Ay) (2 My — 4g) 14, - Ay _ 
" 4.7 =e , 
— (2 ug — hy) e *'"] e mat} (12) 


Durch nochmalige Integration und unter Beriicksichtigung der Anfangs- 
bedingung 

f= .0,.. Cyd 
finden wir nunmehr 


x6 2u, , 
) } A | ———— [(2 we — Aq) Age “1 
2 fly — Ay) (2 ftp — Ag) 4 — Ay 


0, = 


— (2, — A,)d4,e~-**] — A, Aye anal! + # Gy. (13) 
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4. Die Analyse der Konzentrationsfunktionen. 


Sowohl c, als C, nahern sich mit steigendem ¢ dem Grenzwert 
“*6,, d.h. fiir 
t—» co wird ¢, C; % Oy, 





Beide Funktionen besitzen einen Inflexionspunkt bei Zeitpunkten, 
welche durch die Gleichungen 


fiir ¢, 

Ag (2 uy vv — Ay) (2 wy, — A,) ‘twp A, (2, vv — A,) (24, — A.) « *1bw] 
— 2(1 — vv) (A, — A.) wi eA" 1 twp 0, 

fir C, 


F, ; a Act, r . ‘ Ait ' . 2ust 
(2po—A,) Age 7 ¥P — (2p,.—A,)A,¢ YP + 2a, wp 0 


bestimmt sind. Die Ermittlung der ¢,,,-Werte kann im konkreten Falle 
graphisch erfolgen. Bei Hefezellen scheint der Inflexionspunkt in der 
Nahe des Nullpunktes zu liegen. Der Verlauf der c,- und C,-Kurven 
wird durch Abb. 1 und 2 wiedergegeben. Auf Abb. 1 liegt der Wende- 
punkt so nahe zum Anfangspunkt, daB er nur auf Abb. 2 deutlich zum 
Vorschein gelangt, wo fiir t ein gréBerer MaBstab gewahlt worden ist. 
Die Kurven sind 8-formig, und es liegt die C,-Kurve stets unterha!b 
der c,-Kurve. Nur fiir, «, D, == co fallen die beiden zusammen. Es sei 
bemerkt, daB das dritté exponentielle Glied der C,-Funktion bei Hefe- 
zellen verschwindend klein ist und daher auf den Verlauf der C,-Kurve 
praktisch fast keinen Einflu8 ausiibt. 





> 


Gy 





v 50 0 00 Lut 
Abb. 1. 
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5. Bemerkungen zur Arbeit ,,Die Girleistungen der Hefen der ersten Unter- 
gruppe der Gattung Saccharomyces (Meyen) Rees von K. Trautwein und 
J. Wassermann', 


In der oben genannten Arbeit sind einige Bemerkungen iiber den 
Verlauf einer Gaérung enthalten, welche an Hand der in I. und hier 
erhaltenen Ergebnisse nicht ohne Widerspruch bleiben kénnen, um so 
mehr, da die dort vertretene Auffassung sichtlich die allgemeine ist. 
Dies betrifft den Gang der beschriebenen Untersuchungen. 


Die Autoren schreiben wértlich (8. 300): ,,Da es bei haufigem Wechsel 
des Versuchsmaterials sehr schwierig ist, Hefemengen von ganz bestimmtem 
Trockengewicht zu verwenden, arbeiteten wir nicht mit kontsanten Hefe- 
mengen von 0,2 g wie die oben erwéhnten Autoren, sondern rechneten 
nachtréglich unsere Ergebnisse, d.h. die Kohlenséurevolumina, auf einen 
fiir alle Versuche festen Wert von 0,3 g Hefetrockensubstanz. Das ist 
erlaubt, nachdem bekannt ist, daB die bei der Gaérung auftretende Kohlen- 
séuremenge der verwendeten Hefemenge proportional ist. Allerdings gilt 
diese GesetzmaéBigkeit nur in bestimmten Grenzen.*‘ 


Auf §. 301 folgt dann die experimentelle Bestatigung dieser an- 
genommenen Gesetzmabigkeit : 


,.Kurve 1 stellt die Kohlenséureproduktion bei Verwendung von 
0,16 g, Kurve 2 die bei 0,32 g wasserfreier Hefe dar. Zugrunde gelegt sind 
den Kurven die Mittelwerte zweier Versuche. Kurve 3 ist konstruiert aus 
den rechnerisch verdoppelten Werten der Kohlenséuremenge bei An- 
wendung von 0,16 g trockener Hefe. Sie mu8 mit Kurve 2 zusammen- 
fallen, falls die oben angenommene GesetzmaéBigkeit zu Recht besteht. 
Wir sehen, daB dieses praktisch der Fall ist. Eine Abweichung von der 
GesetzmaBigkeit erfolgt erst nach ungefahr 300 Minuten zu einer Zeit, wo 
bereits mehr als die Halfte des Zuckers vergoren ist. Sie ist fiir uns ohne 
Bedeutung, da ja der Garverlauf nur bis zur Halbgarzeit verfolgt werden 
soll. Zuriickzufiihren ist diese Unstimmigkeit auf die schadliche Wirkung 
des Alkohols, von dem die schaédliche Dosis von der gréBeren Hefemenge 
naturgem&éB schneller erreicht wird. Die Kurven geben gleichzeitig ein 
Bild von der Zuverlassigkeit unserer Methode und unserer Apparatur. 
Die Garverlaufe sind durch Geraden charakterisiert ; die bekannte Tatsache, 
daB bei der Gérung in gleichen Zeiten gleiche Mengen Kohlenséure gebildet 
werden, wird bestatigt.* 

Diese Satze enthalten mehrere Annahmen, die ganz offensichtlich 
zu nicht stimmenden Ergebnissen fiihren miissen. Es wird zunachst 
angenommen, daB die entwickelte Kohlensiuremenge mit der Hefe- 
trockensubstanz proportional ist. Die von den Autoren mitgeteilten 
Kurven sind aber der beste Beweis dafiir, daB eine solche Proportionalitat 
nicht besteht und die in I. und hier entwickelten theoretischen Glei- 
chungen besagen, daB eine solche gar nicht bestehen kann. Auch die 
auf Abb. 3 der vorher genannten Autoren dargestellten Kurven zeigen 


1 Diese Zeitschr. 215, 293, 1929. 
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dieses Fehlen einer Proportionalitat. Die Kurven besitzen naimlich 
eine typische S-Form, nur ist die auch vorher angefiihrte Kurve I 
nicht bis zu Ende bestimmt worden und daher fehlt am oberen Ende 
die Abflachung. Da in beiden Fallen gleiche Zuckermengen vergoren 
worden sind, ist es klar, daB die Héhe der beiden Kurven (I und II) 
nach Beendigung der Garung dieselbe sein miiBte. Die Abflachung 
kann nicht willkirlich einer Alkoholschadigung zugeschrieben werden, 
da die S-Form auch dann zustande kommt, wenn die Alkoholkonzen- 
trationen unterhalb der schadlichen Grenze liegen (z. B. wenn 0,5°,ige 
Zuckerlésungen vergoren werden). Die Proportionalitaét kénnte prak- 
tisch nur fiir das mittlere, annahernd lineare, in der Nahe des Inflexions- 
punktes liegende Gebiet bestehen. Keinesfalls aber kann ein Giaransatz 
einfach durch Multiplikation in einen anderen umgerechnet werden, 
da dann auch die aus derselben Zuckermenge sich bildende Kohlensaéure 
stets gréBer werden miBte. Dies ist natiirlich nicht méglich. Um dies 
zu vermeiden, miBte die berechnete Kurve (eigentlich gerade Linie) 
abgebrochen werden, wenn die maximale Kohlensiuremenge erreicht 
ist. DaB dies dem tatsichlichen Verlauf nicht entsprechen kann, geht 
daraus hervor, daB die Beendigung der Garung nicht ohne Ubegang 
plétzlich vorstellbar ist. Denn ware letzteres der Fall, so miiBte die 
Garung bis zum letzten Zuckermolekiil mit unveranderter Geschwindig- 
keit verlaufen. Der Gedanke der Proportionalitét entstammt den 
friiheren Untersuchungen von Tamman', Aberson®, Slator®, Euler und 
Lundequist* usw. Es wurde namlich willkiirlich ang¢gnommen, daB die 
Zellgarung gemaB einer monomolekularen Reaktion oder nach einer em- 
pirisch abgeaénderten, theoretisch jedoch unbegriindeten Formel, etwa 
wie folgt: 


d (Glucose) d(CO,) 
— di = — di “= k( Hefe)™(Glucose)", 
verlauft, wo bei der gleichen Hefe m = 1 ist und n mit der jeweiligen 


Zucker- und Hefekonzentration schwankt. Innerhalb 0,5 und 10,0°, soll 
nach Slatorn =Osein. Die experimentell gefundenen Garkurven beweisen 
aber die vollige Hinfalligkeit derartiger Annahmen®. Hinfallig ist dem- 
entsprechend auch die Behauptung, daB die Garverlaufe durch Geraden 
charakterisiert sind, geschweige, da dies eine experimentelle Be- 
statigung durch TJ'rautwein und Wassermann gefunden hatte. 


1 G. Tamman, Zeitschr. f. physik. Chem. 8, 25, 1889. 
2 J. H. Aberson, Rec. Trav. chim. 22, 78, 1903. 
3 A. Slator, Journ. Chem. Soc. 89, 133, 1906; A. Slator u. H.J.S. 
Saud, ebendaselbst 97, 922, 1910. 
4 H. Euler u. G. Lundequist, Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 97, 1911. 
5 Vgl. auch F. F. Nord u. J. Weichherz, Zeitschr. f. Elektrochem. 35, 
612, 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 238. 22 
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Beziiglich der Halbgarzeit sei bemerkt, daB diese nur dann fiir 
die Garung charakteristisch ware, wenn sie einen monomolekularen 
Verlauf hatte, da doch der Begriff der Halbzeit einer Reaktion diesen 
Ursprung hat. Da aber die Garung nicht monomolekular, sondern 
nach einer zusammengesetzt exponentiellen Gleichung verlauft, verliert 
die Halbzeit ihre Bedeutung. Es wird daher vorgeschlagen, an Stelle 
der Halbzeit den Zeitpunkt des Maximums der Gargeschwindigkeit 
oder, was gleichbedeutend ist, den Wendepunkt der die Gesamtmenge 
der entstandenen Kohlensaure darstellenden Kurve als charakteristische 
Zahl der Garung anzugeben. Hierzu ist aber erforderlich, daB die 
Bestimmung der Garkurven unter konstanten Bedingungen (65, v) 
zu erfolgen hat. Am geeignetsten ware 6, = 0,005 und v = 0,5. 10°; 
bei héheren Konzentrationen weicht namlich die Garkurve von der 
aus zwei Gliedern bestehenden exponentiellen Gleichung zu stark ab 
(vgl. nachstfolgende Veréffentlichung I11.). 

Hinsichtlich der von Trautwein und Wassermann angewandten Schiittel- 
vorrichtung scheint das Bedenken zu bestehen, daB die elastisch gelagerten 
Glasbirnen (GargefaéBe) vom rotierenden Schleifbiigel nicht gleichmaBig 
geschiittelt werden, da die Birnen nicht streng symmetrisch gelagert werden 
kénnen und auch die Nachschwingungen der Birnen nicht gleichférmig 
sind. Dies wird an anderer Stelle noch ausfiihrlicher besprochen. 


Zusammenfassung. 

1. Zuerst werden als Richtigstellung einiger Rechenfehler der 
ersten Mitteilung die Grenzen der Permeabilitaétskonstante mit 
a = 2,016 . 10-2 ~ 1,334. 10-4 ~ 0,77 . 10-" angegeben. 

2. Es wird nachgewiesen, daB eine Zellreaktion unter den in der 
ersten Mitteilung festgelegten Bedingungen keinen periodischen Verlauf 
aufweisen kann. 

‘ 3. Die Funktionen der Konzentrationen der Reaktionsprodukte 
innerhalb und auBerhalb der Zellen werden ermittelt. Der graphische 
Verlauf der Funktionen ist S-férmig. 

4. Es wird auf einige Unstimmigkeiten einer Arbeit von T'rautwein 
und Wassermann hingewiesen. 





Uber die Wirkung der B-Vitamine und des Insulins 
auf die Kohlenhydrat-Stoffwechselstérungen bei Mangel 
an B-Vitaminen. 


Von 
J. A. Collazo und C, Pi-Suner Bayo. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitaét Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1931.) 


Durch eine lange Reihe von Versuchen (1922-1930) hat einer der 
Verfasser (1) festgestellt, daB bei Mangel an B-Vitaminen bei Gefligel 
und Saéugetieren bei gew6hnlicher Reis- oder gemischter Kost eine Ver- 
einigung von Kohlenhydrat- und anderen Stoffwechselstérungen 
besteht, deren Merkmale von denen der Zuckerkrankheit verschieden 
sind, aber mit ihr auch gewisse Ahnlichkeiten aufweisen. Diese 
der Zuckerkrankheit ahnlichen Stérungen wurden schon _friiher 
auch von A. Pi-Suner (2) beobachtet. Jedoch ist die Theorie, die die 
B-Mangelkrankheiten auf urspriingliche, spezifische Stérungen im 
Kohlenhydratstoffwechsel zuriickfiihrt, vorderhand noch immer Hypo- 
these, wenngleich viele Tatsachen fiir ihre Richtigkeit sprechen. Solange 
man nicht tiber ein Praparat reiner B-Vitamine verfiigt, wird man sich 
nicht auf direkte oder endgiiltige Erfahrungen stiitzen kénnen, so dab 
einstweilen die Méglichkeit auch anderer Ursachen fiir die beobachteten 
Erscheinungen bestehen bleibt. Trotzdem stellen die schon ziemlich 
zahlreichen Studien iiber den Zuckerstoffwechsel den wichtigsten Beitrag 
zur Kenntnis der Entstehungslehre der B-Mangelkrankheiten und ihres 
Wirkungsmechanismus dar. Die Schwierigkeit, haltbare Schliisse 
abzuleiten, wird durch wissenschaftliche Fortschritte bedingt, die Ofter 
schematische oder gewagte Auslegungen abzudndern ndétigen. 

Zu Beginn dieser Versuche wurden die B-Mangelkrankheiten 
an Tieren mit B-vitaminfreier Kost untersucht, die klinischen Er- 
scheinungen beschrieben und die Wirkung auf den Stoffwechsel und 
die Lebensdauer usw. beschrieben. 


22" 
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Eine Zusammenfassung der aus den friiheren Untersuchungen 
erhaltenen Resultate laBt sechs Gruppen erkennen. 


1. Versuche mit den Diaéten von Ejkmann (3), Braddon und Cooper (4), 
Funk (5), Collazo (6), Tasawa (7), Tscherkes (8), Randoin und Simonet (9), 
Funk und Collazo (10) usw. usw., die bewiesen haben, daB die chronischen 
und akuten Zwischenfaélle schwerer sind und der Tod durch Beri-Beri 
friiher eintritt, wenn man die Dosen der Kohlenhydrate der Ration erhdht ; 
und daB mit gréBeren Dosen von Kohlenhydraten ein gréBerer Bedarf an 
B-Vitaminen parallel geht. 

2. Die biochemischen Versuche von Collazo (11), Shinoda (12), Collazo 
und Rubino (13), Abderhalden (14), Paladin (15), Alpern (16), Kogan (17), 
Kondroezewska (18), Chahovitch (19), Randoin und Simonet (20), Bickel (21), 
Shimizu (22), Kauffmann-Cosla (23), Rosenwald (24), Collazo und Munilla (25), 
Fisher (26), Borghi (27), Pugliese (28), Usuelli (29), Egleton und Gros (30), 
Negri (31), Sure (32), Stucky (33), Kon (34), Pelezar (35), J. Pi-Suner Bayo 
und M. Ferran (36) usw. usw., zeigen bei B-Mangelkrankheiten, bzw. all- 
gemeiner Avitaminose eine Verminderung der Toleranz fiir Kohlenhydrate, 
UberschuB an Blutzucker mit vorangehendem Mangel, provoziertem 
Harnzucker, Verarmung des Leber-, Muskel- und Herzglykogens, Zunahme 
des dysoxydativen Kohlenstoffs, des Harns und der Harnmilchséure 
(dysoxydative Carbonurie) usw. und unterscheiden sich von der Zucker- 
krankheit durch das Fehlen spontaner Glykosurie und Azidosis. 

3. Die pharmakologischen Versuche von Collazo und Ghose (37), Bickel 
und Collazo (38), Alpern und Collazo (39), Kondroezewska (18), Kauff- 
mann (40), Onohara (41). Rosenwald (24), Collazo, Varela, Rubino und 
Munilla (25) usw. usw. mit Produkten, die den Zuckerstoffwechsel beein- 
flussen, wie Thyreoidin, Adrenalin, Hypophysin, Insulin, zeigen bei 
B-Mangelkrankheiten eine Verminderung der Empfindlichkeit fiir dieselben ; 
was die Bauchspeicheldriisenhormone anbetrifft, bessern sie wohl einige 
Symptome, ohne aber die Krankheit zu heilen. 

4. Vergleichende Untersuchungen iiber die Wirkung anderer Vitamine, 
von Collazo (42), Kon (43), Roche (44) usw. zeigen, daB die Stérungen 
der B-Mangelkrankheiten keine Anderung erfahren, auch wenn man der 
Diat gré6Bere Mengen anderer Vitamine zusetzt; im Gegenteil, der EinfluB 
B-vitaminreicher Kost oder Praéparate ist immer positiv und wirkt ,,selektiv* 
auf die erwahnten Stérungen des Zuckers. 

5. Die von Collazo und Sosa (45) ausgefiihrten Versuche iiber die 
Wirkung der B-Vitamine bei Stérungen der Zuckerbildung der Leber im 
Stoffwechsel der mit Mangelkrankheiten behafteten Tauben heben die 
zuckerentwickelnde Rolle von Hefeautolysat hervor, sowie auch seine 
allgemeinste Wirkung, die in der Regulierung des Kohlenhydratstoffwechsels 
besteht und von einer vélligen Heilung der Versuchstiere begleitet wird. 

6. Klinische Symptome, denen méglicherweise B-Mangel zugrunde 
liegt, bei Kindern, verursacht durch fehlerhafte Ernaéhrung in den ersten 
Jugendjahren (Mangel an B-Vitaminen in kondensierter Milch, Kinder- 
mehlen, verschiedenen Préparaten), welche zu krankhafter Magen-Darm- 
tatigkeit fiihrt, deren Krankheitsmechanismus z. T. wenigstens auf einer 
schweren Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels beruht, mit Uberschu8 
an Blutzucker. Mangel an Leberglykogen, Abmagerung, griinem Durchfall, 
Uberséuerung und konvulsivem Tod bei starkem Temperaturabfall und 
augenscheinlicher Lebervergiftung oder Mangel an Leberglykogen. 
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Diese Reihe von biologischen Tatsachen, die zugunsten schwerer 
Ernahrungsstérungen bei Uberschu8 an Zucker sprechen, wurde 
von zahlreichen Autoren studiert; die SchluBfolgerungen beruhen 
aber in den meisten Fallen auf Beobachtungen an B-vitaminfrei 
ernahrten Tieren. Die Zahl der physiologischen Arbeiten tiber das 
Studium der Wirkung der B-Vitamine in ihrer reinsten Form bei Krank- 
heiten auf die Ausnutzung des Zuckers, die die Mangelkrankheiten 
begleiten, ist noch relativ gering [Collazo (45), Pugliese (46) und 
Negri (31). 

Die vorliegende Arbeit hat den Zweck, von neuem die physio- 
logische Wirkung der B-Vitamine auf den pathologischen Zuckerstoff- 
wechsel zu erforschen, unter Verwendung verschiedener Vitamin B- 
Praparate und bei Vergleich mit Insulin unter gleichen Bedingungen. 


Im allgemeinen haben wir versucht, unsere Kenntnisse zu ver- 
vollstandigen, indem wir die schon ausgefiihrten Untersuchungen als 
Ausgangspunkt nahmen. Bei der Diskussion der Resultate werden 
wir hauptsachlich den EinfluB und die Natur der Wirkung der B-Vita- 
mine und des Insulins besprechen und das verwickelte pathologische 
Krankheitsbild der experimentellen Beri-Beri zu erlautern versuchen. 


Versuche. 


Es wurden im ganzen 33 junge Tauben im Alter von 6 bis 8 Monaten 
und von 260 bis 300 g Gewicht, von verschiedener Zucht, fiir die Versuche 
verwendet. Dieselben wurden in sechs Gruppen eingeteilt, mit geschaltem 
Reis und Wasser unter Zufiigung von Salzmischungen ernaéhrt und zwischen 
dem 20. und 30. Tage nach Ausbruch der Mangelkrankheit und im schwersten 
Stadium derselben getétet, wenn die hauptséchlichsten klinischen Merk- 
male, wie Gewichtsverlust, griiner Durchfall, Appetitlosigkeit, unsicherer 
Gang, ungeniigende Beweglichkeit zum Fliegen usw. deutlich geworden 
waren. 

Mit dem Blute aus den Kopfschlagadern, den Brustmuskeln und der 
Leber haben wir bei den verschiedenen experimentellen Bedingungen 
folgende Analyse gemacht: 


I. Blutzucker, Milchsdure und Glutathiongehalt des Blutes. 
II. Glykogen, Milchsdure und Phosphorsdure in der Leber. 
III. Glykogen, Milchsdure und Phosphorsdure im Muskel. 
Die sechs Gruppen von Tauben wurden folgendermaBen eingeteilt: 
1. Kontrollgruppe, normale Tauben, die mit ungeschalten Reiskérnern 
ernéhrt wurden. 
2. B-Mangelkrankheiten bei Tauben, die mit geschiltem Reis ge- 
fiittert wurden. 
3. B-Mangelkrankheit, bei der die Tiere wahrend 5 Tagen vor ihrem 
Tode mit 1 cem Autolysat von Bierhefe behandelt wurden. 
4. B-Mangelkrankheit, bei der die Tiere waihrend 5 Tagen vor ihrem 
Tode mit 2 Einh. Insulin behandelt wurden. 








338 J. A. Collazo u. C. Pi-Suner Bayo: 


5. B-Mangelkrankheit, bei der die Tiere waihrend 5 Tagen vor ihrem 
Tode mit 50 mg eines Hefepraéparats, das man durch Fallung einer Auto- 
lysatlésung in Salzsiure-Alkohol mit 10 Volumen Aceton erhalt, behandelt 
wurden. 

6. B-Mangelkrankheit, bei der die Tiere waihrend 5 Tagen vor ihrem 
Tode mit 50 mg eines Hefepraéparats, das man durch Faéllung von Autolysat 
mit 3 Volumen starken Alkohols erhalt, behandelt wurden. 

Zudem erwéhnen wir drei Versuche an mit Mangelkrankheit behafteten 
Tauben, denen Insulin eingegeben wurde, um den B-Vitamineffekt besagten 
Hormons zu studieren und bei denen die gleichen Analysen wie bei den 
anderen gemacht wurden. 

Die fiir die Analysen angewandten Methoden waren: 

a) Blutzucker und der durch die Hydrolyse des Glykogens erzeugte 
Zucker wurde durch die Mikromethode von Bang, die von Hagedorn-Jensen 
und durch die Halbmikromethoden von Mac Lean und Folin bestimmt. 

b) Milchséure des Blutes wurde durch die Methode von Collazo und 
Supniewski (47), ahnlich der spater beschriebenen von Hirsch-Kauff- 
mann (48) analysiert. 

c) Die Milchséure der Leber und der Muskeln ermittelte man durch 
die Methode von Firth und Charnas, bei vorangehendem Fillen der redu- 
zierenden Substanzen durch Kupfersulfat in einem mit Kalkmilch alkali- 
nisierten Medium. 

d) Die Phosphorséure der Leber und der Muskeln wurde durch die 
Methode von Embden, Myrbach-Roche bestimmt, bei der der Phosphor 
durch Alkalimessung bestimmt wird und die Eiweibentziehung durch 
Trichloressigséure in 20 °,iger Lésung mit 1 °,iger Salzséure geschieht. 

e) Das Glykogen wurde nach der Methode von Piliiger bestimmt. 

f) Glutathion des Blutes wurde durch die Methode von Tunniclife 
mit einer Lésung von n/200 Jod bestimmt. 

Einige der Analysen wurden nach geeigneten Methoden ausgefiihrt, 
die mit kleinen Organmengen zu arbeiten (300 bis 500 mg) erlauben, welche 
auf Drehwaagen von Bang gewogen wurden, die auch zur Bestimmung des 
Trockenextrakts dienten. 


Betrachtungen iiber die Resultate. 


Die Betrachtung der im Protokoll der Versuche zusammengefaBten 
Resultate erlaubt uns, die Wirkung der B-Vitamine des Bierhefen- 
autolysats (Gruppe 3) auf die bei B-Mangelkrankheiten schwer ge- 
stérten chemischen Prozesse des Stoffwechsels klar zu erkennen}. 


1 Das von uns benutzte Bierhefenautolysat enthalt alle wasserléslichen 
Vitamine der Gruppe B. Wenn wir von B-Vitaminen sprechen, beziehen 
wir uns in Wirklichkeit auf den Vitaminkomplex, da es noch unméglich 
ist, jede einzelne in ihm enthaltene Komponente in ihrer biologischen 
Wirkung auf den Stoffwechsel zu individualisieren. Durch verschiedene 
Autoren wurde mehrmals das Vorhandensein von einem oder mehreren 
biologischen Grundstoffen in dieser Gruppe mit sichtlicher Wirkung auf 
die Ausnutzung der nahrhaften Kohlenhydrate festgestellt, und es besteht 
nun das Problem der Charakterisierung und Trennung dieses spezifischen 
Agens (Vitamin B, oder G?). 
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Nach neueren Veréffentlichungen von Seidell, Sherman, Levene, 
Steenbock, Mc. Collum und Dutscher (49) kénnen die in der B-Gruppe 
enthaltenen Vitamine nach folgender Art eingeteilt werden: 

a) Faktor ,,bios‘‘, thermostabil, notwendig fiir das Wachstum 
der Mikroorganismen (und vielleicht aller Zellen), der folgenden che- 
mischen Einwirkungen widersteht: Verbindung mit Sauerstoff, Ver- 
bindung mit Wasserstoff, Essigbildung und hier und da Alkaliver- 
bindung. 

b) B-Vitamin, thermolabil, alkalilabil, antineuritisch oder anti- 
beriberisch, dessen Rolle im Stoffwechsel wenig bekannt ist. 

c) G-Vitamin (B, oder P. P.), thermostabil und so widerstandsfahig 
wie der ,,bios** (vielleicht identisch), gegen Pelagra. 

d) Vitamine zur Nutzbarmachung der Kohlenhydrate, thermo- 
stabil und alkalilabil, einige Ahnlichkeiten mit G-Vitamin oder anti- 
pelagrésem Vitamin [Randoin und Lecocque (50)). 


. 


Diese biologische Einteilung hat nur einen provisorischen Wert, 
solange man nicht zu einer befriedigenden chemischen Trennung 
gelangt, die uns erlaubt, die biologischen Beobachtungen am Tier- 


versuch auf einzelne Faktoren zu beziehen. Man muB auch in Beriick- 
sichtigung ziehen, daB zur Schwierigkeit der Charakterisierung der 
Vitam ne sicher auch die Verwendung von verschiedenen ,,test“ fiir die 


einzelnen Faktoren beigetragen hat. So sehen wir, dab man die Taube 
zur Bestimmung des antineuritischen Faktors B und der Nutzbar- 
machung des Zuckers verwendet; den Hund fiir G (antipelagrés); die 
Ratte zuweilen fiir den antineuritischen und den ernihrenden Faktor ; 
die Gewichtszunahme nach Gabe der Bierhefe wird fiir den Faktor 
,,bios‘* in Anspruch genommen usw. Wenn wir nun noch zu den von 
den Forschern benutzten Hefeprodukten das Vorhandensein von 
Insulinoiden, Zymasen, Katalysatoren usw. hinzufiigen, werden wir 
uns erst recht der Schwierigkeit, die verschiedenen biologischen Wir- 
kungen genannter Produkte auseinanderzuhalten, bewuBt. 


Wir méchten aber die Aufmerksamkeit auf die Existenz mehrerer 
Merkmale lenken, die im B-Komplex fiir das Vorhandensein eines 
Nutzbarmachungsfaktors oder Bioregulators des Kohlenhydratstoff- 
wechsels sprechen. 


Natiirlich ist die Wirkung des Insulins auf den Blutzucker, auf die 
Glucogenesis und indirekt auf die Milchséiure der Organe nicht so 
intensiv wie die des totalen Autolysats der Hefe. Beziiglich der Heil- 
wirkung war Insulin nicht imstande, den allgemeinen Zustand und die 
Entwicklung der Krankheit hinsichtlich ihrer Schwere zu beeinflussen. 
Die Untersuchungen tiber den Gehalt der Insulinpraparate der Firmen 
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Meister Lucius und Lilly an B-Vitaminen, die in iibergroBen Dosen 
(40 bis 120 Einheiten) verabreicht wurden, zeigte eine fast absolute 
Unwirksamkeit oder zum wenigsten keinen EinfluB weder auf das 
Gewicht, noch den Beri-Beri-Anfall der Tiere (drei Versuche). Die 
Analyse der chemischen Prozesse an den Kohlenhydraten zeigte uns, 
nicht ohne Uberraschung, eine reine ,,per os‘‘-Wirkung des Insulins 
auf die Anwesenheit von Zucker im Blute, im Sinne einer Verringerung ; 
seine Wirkung auf das Leberglykogen bei Mangelkrankheiten ist eben- 
falls offenbar, wenn auch geringer als die auf parenteralem Wege er- 
zeugte. Somit glauben wir annehmen zu diirfen, daB die von uns 
benutzten Insulinpraéparate keine B-Vitamine besitzen, zum wenigsten 
nicht in nennenswerten Mengen. 


Ist nun die umgekehrte Beziehung ebenfalls beweisbar ? 
Ist Bierhefenautolysat frei von Insulin oder Insulinoiden ? 


Man muB8 dies eher verneinen, da viele Autoren aus der Hefe 
Glucokinin dargestellt haben [Collip (51), Winter und Smith (52), 
Funk und Corbitt (53) usw.) mit ahnlicher Wirkung wie Insulin. Eine 
Trennung zwischen B-Vitamin und Insulin oder ahnlichen Substanzen 
ist schwer mit GewiBheit zu erreichen. Die Resultate der Gruppen 5 
und 6 wurden mit zwei Praparaten oder Teilen des Bierhefenautolysats 
ausgefiihrt in der Absicht, deren EinfluB auf den Stoffwechsel allein 
kennen zu lernen, um daraus das Vorhandensein einer aktiven Substanz 
ableiten zu kénnen. Von diesem Standpunkt aus war der Versuch 
nicht entscheidend. 


a) Der alkoholische Niederschlag des Autolysats, das, einmal ge- 
trocknet, nicht sehr voluminés war, hat bei der von uns verwendeten Dosis 
einen leichten B-Vitamineffekt gezeigt, und wenn auch seine Wirkung auf 
die Zuckerbildung und die organischen Phosphorverbindungen (B— A) 
gut ersichtlich erscheint, so l4Bt sich eher sagen, daB das Vorhandensein 
von B-Vitamin auszuschlieBen war. Die alkoholische Fallung ist nicht 
geniigend sicher, da der Niederschlag B-Vitamine mit sich rei8t. Durch 
sie erhalt man in erster Linie das Komplement oder Cozymase von Meyerhof, 
deren spezifische Tatigkeit auf die Milchséureentwicklung zu Lasten von 
Hexosephosphat von erwahntem Forscher und seinen Mitarbeitern in 
den anaerobischen Phasen iiber die chemischen Prozesse im Muskel, von 
Neuberg (54) und seinen Schiilern [darunter einer der Verfasser, César Pi 
Suner Bayo (55)] in der Hefe und den Blattern héherer Pflanzengattungen, 
mit groBer Genauigkeit klargelegt wurde. Nach den letzten Arbeiten 
Meyerhofs (56) und Lohmanns (57) wird aber eine Mitwirkung des ,,Co- 
ferments“ in der Esterifikation der Phosphate in der aerobischen Phase 
angenommen, deren aufeinanderfolgende Etappen sich ohne die ndétige 
Mitwirkung des Coferments entwickeln zu kénnen scheinen. Besitzt das 
Coferment irgendeine biologische Wirkung am lebenden Tiere, wenn es 
durch den Magen eingefiihrt wird? Diese Frage ist neu und wurde bis jetzt 
nicht behandelt und diese Resultate kénnen uns als Ausgangspunkt fiir 
spétere Untersuchungen mit dem durch die Methode von Euler und 
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Myrbdack (58) gereinigten Coferment oder Coenzym dienen. Bekanntlich 
sind diese Autoren in ihren Forschungen fast zur Identifizierung der Co- 
zymase mit einem Nucleotid éhnlich der Adenylphosphorséure gekommen, 
oder vielleicht ist es die gleiche Séure, die kiirzlich von Embden und 
Zimmermann entdeckt wurde, und die auch in der Hefe und im Muskel 
vorkommt. 


m- 0 


Wenn man das Autolysat mit einer 75° igen Alkohollésung und 
1,5°% iger Salzsiure behandelt, wird eine geringe Menge niedergeschlagen ; 
durch Abklérung und Behandlung mit 10 Volumen Aceton erhadlt man 
einen reichen Niederschlag, der, mit absolutem Alkohol und Ather ge- 
waschen und im Vakuum getrocknet, eine starke B-Vitaminwirkung besitzt 
[dritte Methode von Collazo und Goslino (59)]. In Dosen von 50 mg pro 
Tag hat dieses Préparat eine augenscheinliche und schnelle Wirkung auf 
B-Mangelkrankheiten. Es wirkt gegen den Anfall, und die Analysen be- 
weisen seine Wirksamkeit auf den Blutzucker sowie auf die Glykogen- 
bildung der Leber und des Muskels bei vitaminarmen Tauben. Seine 
Wirkung auf die Milchséure des Blutes und die Wiedererlangung der Muskel- 
krafte wenige Stunden (2 bis 10) nach der Einfiihrung per Sonde in den 
Kropf einer Taube mit konvulsivem Anfall oder in verkiimmertem Zu- 
stande, sowie die betrichtliche Appetitanregung (spontane Einfiihrung 
von 25 bis 50g Reis) bei Mangelkrankheiten erlauben uns den SchluB, 
da8 dieses Praparat B-Vitamin in sehr hoher Konzentration enthalt. 


Da die Lésungen dieses Niederschlags Chlorreaktion ergeben, 
kénnte man ihn vielleicht als ein Chlorhydrat des B-Vitamins betrachten, 
wenn auch noch sehr verunreinigt durch die Anwesenheit von EiweiB- 


substanzen. Wir miissen die Aufmerksamkeit ‘auf die Wirkumg lenken, 
die er auf den Glykogenschwund ausiibt und auf die Hyperglykamie, 
die die Entwicklung der Mangelkrankheiten im Parallelismus mit dem 
Vitaminmangel begleitet. Erlauben uns diese beiden Eigenschaften 
des Praparats, eine Identitaét der Wirkungen auf den Vitamin- und 
Kohlenhydratstoffwechsel zu erkennen ? 


Die mégliche Existenz von Insulinoiden in diesem komplexen 
,,Chlorhydrat‘‘ verhindert uns, diese Frage bejahend zu beantworten. 
Es gibt Anzeichen, die fiir die Identitat zwischen den zwei Wirkungen 
sprechen, aus denen ein Effekt des B-Vitamins auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel abgeleitet werden kann; aber die Beweise sind vorlaufig 
nur indirekt, da wir die besagten Versuche nicht mit reinen B-Vitamin- 
Praparaten gemacht haben. Die Untersuchungen iiber den Kohlen- 
hydratstoffwechsel bei Tieren mit B-vitaminfreier Kost, in denen die 
Bauchspeicheldriisen keine anatomischen Veraénderungen aufweisen, 
wodurch die eingangs in dieser Arbeit erwahnten schweren Stérungen 
erklart wiirden, sprechen sehr fiir eine Vitaminspezifitat dieser Stérungen. 


Insulin ist nimlich fast unwirksam fiir die Heilung der Mangel- 
krankheit, besitzt aber eine Wirksamkeit auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel bei dieser Krankheit. Das B-Vitamin wirkt aber sowohl 
auf den Zuckerstoffwechse] — und zwar noch energischer als Insulin - 
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als auch auf die anderen Symptome der Mangelkrankheiten ein. Man 
mu daher annehmen, daB es ein Agens von spezifischer Wirkung auf 
den Kohlenhydratstoffwechsel enthalt. 


Tabelle I. 


(Die Zahlen bedeuten die Durchschnittswerte der an fiinf Tauben aus jeder 
Gruppe ausgefiihrten Analysen.) 

















ae Milchsiure Phosphors&ure 
Organ Glykogen mg-9/, nas, 
mg-9/o A , 'n-at 2 . ) oe 
Kontrollgruppe normaler Tauben 
DE. kee es ee 361 || 301 | 520 | 219 || 309 | 412 | 103 
SES oihs a eee a 3039 90 | 136 46 || 138 | 171 33 
Tauben in Avitaminose B 
a eee vee 140 || 360 | 398 | 38 505 | 650 145 
i Sa ie ie 129 1386 | 200 | 64 100 136 36 
Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit Bierhefeautolysat (Vitamin B) 
ge, SSCS eee 721 307 | 451 144 | 371 | 503 | 132 
Bre ince war lacsenti 41 6423 143-261 118 | 180 | 249 | 119 
Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit Insulineinspritzung 
eee eae 233 || 275 , 395 | 120 | 360 | 457 97 
ae Naa es ae 3939 97 | 230 | 1383 | 105 | 130 25 


Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit einem Acetonniederschlag 
eines sauren alkoholischen Hefeautolysatauszuges (Chlorhydrat (?) von 
Vitamin B) 

Ss fa ak ck sae 469 || 212 | 318 | 106 | 395 | 433 | 38 
ES a ree 3239 185 | 305 | 120 | 123 | 145 22 


Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit stark alkoholischem Nieder- 
schlag von Hefeautolysat (Coferment) 


i a 146 | 391 | 469 78 
MNES. Sch ais eae 100 —s 131 31 | 144 197 53 
Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit Insulin per os 
ee other 210 || 250 | 397 | 147 || 355 | 465 | 110 
eee ee ae 2241 100 | 297 | 197 103 | 136 33 


A bedeutet den praéformierten Milchséure- und Phosphorséurewert 
unmittelbar nach dem Tode des Tieres. 


B bedeutet den neugebildeten Milchséure- und Phosphorséurewert 
nach zweistiindiger Aufbewahrung im Brutschrank bei 40°C in 
alkalischer Lésung plus A. 

B—A bedeutet die Differenz der beiden vorhergehenden korrespondierenden 
Milchséure- und Phosphorséurewerte. 
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Kurz zusammengefaBt ergibt sich folgendes: 


Kinerseits sieht man im allgemeinen sogleich einen Unterschied 
(schon in friiheren Arbeiten hervorgehoben) zwischen dem Stoffwechsel 
der normalen Tauben und dem der vitaminarmen Tauben. Andererseits 
ist der Effekt des B-Vitamins (Hefenautolysat) auf die Wiedererlangung 
der biologischen Funktionen des Zuckerstoffwechsels, der bei B.-Mangel- 
Krankheiten gestért ist, vorhanden. In einigen Etappen dieses Stoff- 
wechsels spielt Insulin eine ahnliche Rolle wie das B-Vitamin, auch 
wenn man es ,,per os‘‘ verabreicht, obschon seine Unwirksamkeit 
bei der Heilung der experimentellen Krankheit verschiedene Male 
bewiesen ist. Wie wir gleich sehen werden, ist die Differenz auch sehr 
klar in der Quantitét der Milchsaéure des Blutes, die in dem inter- 
mediaren Stoffwechsel gebildet wird. Sehen wir, was uns das Studium 





jedes einzelnen der erhaltenen Werte ergibt. 


Tabelle II. 


(Die Zahlen bedeuten den Mittelwert der ausgefiihrten Blutanalysen an 
drei bis fiinf Tauben jeder Gruppe.) 





Glykaimie Lactacidimie Glutathionamie 
mg-°/9 mg~-°!o mg-° |, 


Kontrollgruppe normaler Tauben 
197,9 26,7 71,0 
Taubengruppe in Avitaminose B 
270,0 50,1 | 58,3 
Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit Bierhefeautolysat 
280,0 30,5 75,1 
Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit Insulineinspritzung 
98,0 47,9 70,5 
Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit einem Acetonniederschlag 


eines sauren alkoholischen Hefeautolysatauszuges (Chlorhydrat von 
Vitamin B) 


210,0 23,5 79,7 


Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit stark alkoholischem Nieder- 
schlag von Hefeautolysat 


249,0 19,8 56,7 
Taubengruppe in Avitaminose, behandelt mit Insulin per os 
212,9 32,0 66,0 
1. Glykogen. 


Dieses nimmt ab bei Mangelkrankheiten, und zwar mehr in der 
Leber als in den Muskeln, wie schon Funk (60), Collazo (61), Ogata (62), 
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Abderhalden (14), Shinoda (12), Randoin (63) usw. bewiesen haben. 
Durch Insulineinspritzungen und gleichzeitige Verabreichung von 
Zucker ,,per os‘‘ [Bickel und Collazo (38), Kondroezewska (18) und 
Fisher (26) | wird die Glykogenbildung angeregt (sie erreicht auBergewohn- 
liche Zahlen). Die gleiche Wirkung, aber mit rapider Heilung der 
Krankheitsmerkmale, erreicht man durch die B-Vitamine des Bierhefe- 
autolysats [Collazo und Sosa (45)]. Die Wirkung des durch Aceton- 
fdllung gewonnenen Niederschlags ist gleich der des totalen Autolysats, 
wihrend der durch Alkohol gefillte Niederschlag sehr schwach wirkt. 
Insulin per os bewirkt auch eine Wiedererlangung der Glykogenbildung 
bei vitaminarmen Tauben. 


2. Milchsdure. 


Bei Mangelkrankheiten beobachtet man gewisse Differenzen in 
den Mittelwerten der vorgebildeten Milchsaure, noch gréBere Differenzen 
in der kombinierten oder esterifizierten, die nach zweistiindigem 
Verweilen im Brutschrank bei 40° in einem alkalischen Mittel sich bildet. 
Man beobachtet bei Mangelkrankheiten eine gréBere Quantitaét vor- 
gebildeter Milchséure und eine kleinere der kombinierten als im normalen 
Zustand, und die Differenz ist noch gréBer in der Gruppe, die mit 
B-Vitamin behandelt wurde. Die Muskeln und die Leber verhalten 
sich bei Mangelkrankheiten wie bei Tieren, die einer harten Muskel- 
arbeit unterworfen und des Glykogens verlustig sind; es bildet sich 
ein Uberschu8 an Milchsiure, hauptsichlich im Blute: 50,1% 
(normal 26,7°,). Das Studium der Milchséure im Blut und im Harn 
wurde schon vor Jahren von Collazo (6) und Rosenwald (24) mit den 
gleichen Resultaten durchgefiihrt: Zuriickhaltung der Milchsadure 
im inneren Stoffwechsel und Vermehrung der Harnmenge. Pugliese (64) 
und Negri (31) haben kiirzlich ahnliche Beobachtungen gemacht und 
die Kenntnisse iiber den Gehalt an Milchsaure in den Muskeln bereichert. 
Sie schlossen, daB bei B-Mangelkrankheiten der Tauben eine sichtliche 
Unzulanglichkeit der Resynthese stattfindet oder aber Polymerisation 
mit Kohlenhydraten vom Verbrauchsprodukt des anaerobischen Zucker- 
stoffwechsels an Milchséure. Dies vollzieht sich im Organismus nach 
dem Schema von Meyerhof und Hill mit Verbrauch von Energie und 
Sauerstoff. Von vielen Autoren wurde bei Mangelkrankheiten eine 
Verminderung des Verbrauchs an Atmungssauerstoff der Gewebe und 
des respiratorischen Quotienten beobachtet [Ramoino (65), Abder- 
halden (66), Hess (67), Magne und Simonet (68) usw.]. Andere beob- 
achteten keine so klaren Veriinderungen und fanden keine Unterschiede, 
die iiber die Fehlergrenze mit den Werten der niichternen oder ermatteten 
Tiere [Anderson und Kulp (69), Roche (70) usw.] hinausgegangen waren. 
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In Beziehung auf diese Frage ist es interessant, die Untersuchungen 
von Abderhalden (71), Randoin und Fabre (72), Collazo, Varela und 
Rubino (73), Collazound Munilla (74), Varela, Duomarco und Munilla (75), 
J. Pi-Suner Bayo (76), Salvao und Cardoso (76) usw. zu erwahnen, 
die iiber die Kraft der Sauerstoffverminderung der Gewebe, Leber, 
Muskeln und des Blutes usw. bei B-Mangelkrankheiten, verglichen mit 
dem normalen Zustand und nach der Behandlung mit Bierhefen- 
autolysat oder mit Insulin handeln; die Resultate zeigen bei Mangel- 
krankheiten der Taube tibereinstimmend eine grobe Abnahme der Gluta- 
thionwerte in der Leber, den Muskeln und dem Blute an; ferner aber 
eine Erhéhung, die bis zum Uberschreiten der normalen Werte geht, 
infolge der Behandlung mit B-Vitaminen oder mit Insulin (wenn auch 
in geringerem Grade). Wenn man die Rolle des Glutathions bei dem 
Phanomen der Sauerstoffverminderung des Muskels in Betracht zieht 
[Hopkins (77), Meyerhof (78) usw.], kann man annehmen, daB seine 
Diirftigkeit im vitaminarmen Organismus, wenigstens zum Teil, kausal 
mit den dysoxydativen Stérungen oder ungeniigender Verwertung 
der unmittelbaren Grundstoffe des Stoffwechsels zusammenhangt 
und eine Zuriickhaltung der Milchsiure verursacht, die durch das 
Vorherrschen der Anaerobiosis gebildet wird. Das Fehlen des oxydativ 
molekularen Zwischenstoffwechsels driickt sich in der Vermehrung der 
totalen Kohlenausscheidung im Harn aus, die von Bickel und seinen 
Mitarbeitern bei Mangelkrankheiten und anderen hypooxydativen 
Zustanden zuerst beschrieben wurde. 

Zur Unterstiitzung eines Resynthesisdefektes der Milchsdéure im 
Zwischenstoffwechsel wahrend Mangelkrankheiten miissen wir die 
von Collazo und Morelli (79) vor einigen Jahren ausgefiihrten Unter- 
suchungen erwahnen, bei welchen ein mit B-Mangelkrankheit behafteter 
Hund wahrend 20 Minuten einem ,,training‘‘ unterworfen und die Ent- 
wicklung der Kurve der Blutmilchsaure studiert wurde. Diese Autoren 
beobachteten, daB das gleiche Tier, der gleichen Muskelarbeit unter- 
worfen, eine groBe Zunahme der Blutmilchsiure vor und nach der 
Ubung bei Mangelkrankheit aufwies, hier und da doppelte Werte 
erreichte, und die Riickkehr auf Normalwerte nur langsam erfolgte, 
d.h. eine Verzégerung von mehr als 45 Minuten in der Resynthese 
im Vergleich zur Normalperiode. 

Das Vorhandensein groBer Mengen reduzierten Glutathions 
(R—SH) im Bierhefenautolysat ist ein Umstand, der die Frage auf- 
werfen laBt, ob die bei Mangelkrankheiten mit Hefe festgestellte 
giinstige Wirkung dem B-Vitamin, der Existenz des Glutathions oder 
der vereinten Wirkung beider Faktoren zuzuschreiben ist. 

Bei B-Mangelkrankheiten der Tauben hat man es also mit einer 
groBen Bildung von Milchséure im Organismus zu tun, begleitet von 
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einer betrachtlichen Verminderung der Zuckerbildung und des redu- 
zierten Glutathions; das B-Vitamin und in geringerem Grade das 
Insulin erzeugen eine Zunahme der oxydativen Synthese bei der Zucker- 
bildung, eine Erhéhung des Glutathions und der Resynthese der Milch- 
saure. Wegen der im Komplex des Bierhefenautolysats mit existierenden 
verschiedenen Substanzen, einschlieBlich Glutathion, kénnen wir die 
erwahnte Wirkung noch nicht trennen. 


3. Phosphorsdure. 


Der im Muskel vorgebildete und kombinierte oder esterifizierte 
Phosphor zeigt bei Mangelkrankheiten (Gruppe I1) eine groBe Zunahme 
im Vergleich mit dem normaler Tauben. Die drei Fraktionen (B—aA), 
(B) und (A) nehmen ab und erreichen unter der Wirkung des B- Vitamins 
viel kleinere Ziffern; noch ausgepragter ist die Wirkung mit den anderen 
Fraktionen des Autolysats und sogar mit Insulin. Der in der Leber 
vorgebildete Phosphor ist bei den mit Autolysat oder seinen Fraktionen 
oder mit Insulin behandelten Tieren gréBer als bei Mangelkrankheiten 
und nahert sich den normalen Werten. Bei Mangelkrankheiten stimmen 
unsere Resultate im allgemeinen mit denjenigen von Pugliese iiberein 
und beweisen eine Zuriickhaltung des Phosphors im Muskel der vitamin- 
armen Tiere. Schon Lawaczeck (80) hatte in den Brustmuskeln der von 
Beri-Beri befallenen Tauben eine im Vergleich mit normalen oder 
erschépften Tieren betrachtliche Zunahme des Phosphors festgestellt. 


In Beziehung mit dem vorangegangenen miissen wir auch die 
Arbeiten von Collazo (81), Adachi (82), Asada (83), Morinaka (84), 
Yoshiue (85), Hirabayashi (86) usw. iiber die Absonderung von Phosphor 
im Harn bei B-Mangelkrankheiten erwahnen, bei dem eine standige 
Zunahme beobachtet wurde. Im Blut hat Maria Di Giorgio (87) eine 
progressive Zunahme des anorganischen Phosphors, parallel dem 
spastischen Phinomen und begleitet von Hypokalzimie, beschrieben. 
Diese Resultate kénnen so ausgelegt werden, daB man sie in Beziehung 
zu den Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels bringt oder als Er- 
scheinungen des Mineralstoffwechsels fiir sich. 


Im ersten Falle miissen wir die totale Umstellung unserer Kennt- 
nisse iiber die chemischen Prozesse der Muskelphosphorverbindungen 
in Betracht ziehen, die sich in diesen letzten Jahren dank der Arbeiten 
von Meyerhof (56) und Lohmann (57), Fiske und Subbarow (88), Embden 
und Zimmermann (90), Nachmanson (91), Lundsgaard (92) usw. ein- 
gestellt hat. Die vorgebildete Phosphorsaure liegt tatsachlich nur in 
ganz kleinen Mengen anorganisch vor und ist in den meisten Fallen 
von unbestandigen organischen Verbindungen abzuleiten, so mit 
Kreatin bei Wirbeltieren und mit Arginin als Phosphagen bei Wirbellosen. 
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Die in der Warme und einem alkalischen Milieu durch Hydrolyse 
gewonnene Phosphorsdure nimmt zu */, ihren Ursprung aus der Um- 
wandlung der Adenylpyrophosphorsaure in Orthophosphorséure und 
nur zu einem ganz geringen Teil zu Lasten von Hexosephosphorsauren, 
wie es den Vorstellungen Embdens iiber das Lactacidogen entsprach. 
Der Mineralstoffwechsel kann heute noch nicht von dem Stoffwechsel 
der organischen Phosphorverbindungen getrennt werden. 

Wir k6énnen daher, was den Phosphorstoffwechsel anbetrifft, 
nicht mehr als allgemeine Schliisse ziehen, indem wir eine von den 
Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels vielleicht unabhangige und 
scheinbar nicht notwendigerweise damit verbundene Vermehrung der 
Muskelphosphorsaure feststellten. 


4. Blutzucker. 

Unsere Resultate bestatigen die schon friiher von einem der Ver- 
fasser und anderen Autoren festgestellte Hyperglykimie bei B-Vitamin- 
mangelkrankheiten und die Wirkung des B-Vitamins und Insulins. 
Wir méochten speziell darauf aufmerksam machen, daB auch Insulin 
per os‘‘ die gleiche Wirkung hervorbringen kann, wenn auch in ge- 
geringerem Mabe. 

5. Blutmilchsdure. 

Die von Collazo und Morelli (79) beschriebene und von Pugliese (64), 
Negri (31) usw. bestatigte Vermehrung der Blutmilchsdure _ bei 
B-Vitaminmangelkrankheiten wurde auch neuerdings in  unseren 
Arbeiten beobachtet. Auch haben wir gesehen, daB Insulineinspritzungen 
sehr schwach wirken, wahrend das B-Vitamin die Milchsdéure des Blutes 
auf seinen Normalwert oder unter denselben reduziert (Gruppen V 
und VI). Die bei B-Avitaminose gelihmte Resynthese der Milchséure 
zu Glykogen wird bei den Tieren durch Zufuhr von Hefeautolysat 
zuriickerlangt. 

6. Glutathion des Blutes. 

Der Gehalt des Blutes an Glutathion kann als Abbild des Zustandes 
der Gewebe dienen. Bei Mangelkrankheiten stellt sich in Bestatigung 
der Resultate von Randoin und Fabre (72) eine sehr merkliche Abnahme 
des Glutathions ein, die durch das B-Vitamin wieder eine normale und 
sogar héhere Ziffer erreicht. Im gleichen Sinne, aber geringerem Grade 
wirkt Insulin [Collazo und Munilla (74), Varela, Duomarco — und 
Munilla (75), J. Pi-Suner Bayo (76)}. 


Schlubfolgerungen. 


1. Von neuem werden die schon von verschiedenen Autoren be- 
schriebenen Kohlenhydrat-Stoffwechselstérungen bei Avitaminose der 
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B-Gruppe bewiesen in Bestatigung der von einem der Verfasser unter- 
nommenen Studien: Hyperglykamie, Hypoglykogenie, Hyperlactacid- 
amie, Zuriickhaltung der Milch- und Phosphorséure im inneren Stoff- 
wechsel und Verminderung des Glutathions des Blutes und der Organe. 


2. Das B-Vitamin (Bierhefeautolysat) verbessert den patholo- 
gischen Stoffwechsel der Avitaminose, indem es im allgemeinen Ver- 
haltnisse schafft, die von der Heilung der Experimentalkrankheit 
begleitet sind. Einige Fraktionen aus dem Autolysat der Bierhefe 
besitzen diese Eigenschaften in besonderem Mabe. 


3. Das Insulin besitzt bei Mangelkrankheiten seine gewéhnliche 
Wirkung auf den Zuckerstoffwechsel und seine Nebeneffekte auf den 
Zwischenstoffwechsel, wenn auch in geringerem Grade als das B- Vitamin 
des Autolysats, aber ohne Heilwirkung. Denn die Tiere sterben bei 
Mangelkrankheiten trotz der relativen Besserung der biochemischen 
Merkmale am Zuckerstoffwechsel usw. Diese Funktion des Insulins 
zeigt sich auch bei Einfiihrung durch den Mund. Auf Grund unserer 
Studien und in Bestaétigung der von Bickel und Collazo im Jahre 1923 
ausgefiihrten Untersuchungen kénnen wir schlieBen, daB uns bis jetzt 
nichts berechtigt, zwischen dem B-Vitamin und Insulin eine Identitat 
zu vermuten. Die Ahnlichkeit der Wirkung riihrt nicht von einem 
spezifischen EinfluB des Insulins auf Mangelkrankheiten her, oder 
umgekehrt: die Kohlenhydrat.Stoffwechselstérungen bei Mangel- 
krankheiten sind nicht ausschlieBlich pankreatischen Ursprungs. 
Die Wirkung, die das Insulin in diesen Fallen ausiibt, ist prinzipiell 
die gleiche, die es auf den normalen oder diabetischen Organismus 
durch Eingriff in den Zuckerstoffwechsel ausiibt. 


4. Der Mangel an B-Vitamin erzeugt eine Ernahrungskrankheit, 
die, unabhéngig von einer anfanglich pankreatischen Dysfunktion, 
durch eine gestérte Assimilation der Kohlenhydrate charakterisiert 
ist und nur wieder mit B-Vitamin heilbar ist. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosiiuren. 


I. Mitteilung: 
Glykokoll und Alanin. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1931.) 


Im Verlauf der eigenen Untersuchungen tiber den EinfluB ver- 
schiedener chemischer Einwirkungen auf die Gewebsatmung war die 
Untersuchung der Aminosiuren aus mehreren Griinden naheliegend. 
Erstens weil Amirosduren im Serum natiirlicherweise vorkommen und 
es fiir Experimente, bei denen der Ersatz der Ringerlésung als Nahr- 
lésung der Gewebsschnitte durch Serum aus bekannten Griinden 
erwiinscht ist, wichtig schien, festzustellen, welchen EinfluB minimal 
Dosen von Aminosaduren, der Ringerlésung zugesetzt, auf die Gewebs- 
atmung haben. Zweitens scheinen diese Untersuchungen im Hinblick 
auf die Frage der spezifisch-dynamischen EiweiBwirkung wiinschens- 
wert. SchlieBlich wollte ich mich im Hinblick auf die friiher ermittelte? 
Wirkungslosigkeit atmungssteigernder Stoffe an Tumorgewebe auch 
selbst tiber die Wirkung der Aminosduren auf die Gewebsatmung 
normalen Gewebes genauer orientieren. 

Die Methodik war die Warburgsche, die in den Einzelheiten der 
Anwendung in friiheren Mitteilungen 6fters genau beschrieben ist. 
Die Zusammensetzung der Ringerlésung war die friiher mitgeteilte, 
ihr pu = 7,4. 

Die meisten Versuche wurden an Nierengewebe ausgefiihrt. Einige 
Versuchsreihen mit grundsatzlich gleichen Ergebnissen an Leber und 
Herzmuskel. Als Versuchstiere wurden Hund, Katze, Kaninchen, 
Meerschweinchen und Ratte, Schwein und Kalb verwendet. Qo, ist 
auf das Trockengewicht bezogen, das im Einzelversuch etwa 4 bis 5 mg 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 236, 380, 1931. 
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betrug. Soweit die untersuchten Gewebe nicht unmittelbar nach Ent- 
nahme aus dem frisch getéteten Tiere verwendet wurden, sind sie 
wahrend der in den Tabellen jeweils angegebenen Zeitriume in groBen 
Stiicken in Ringerlésung auf Eis verwahrt worden. 


Meyerhof, Lohmann und Meier! haben wohl als erste die Beeinflussung 
der Gewebsatmung durch Aminoséuren mit der Warburgschen Apparatur 
untersucht. Sie stellen fest, daB Lebergewebe der Ratte im Gegensatz zu 
Muskel durch Asparagin, etwas schwaécher durch Alanin eine Atmungs- 
steigerung erfahrt, wahrend Glykokoll nicht oder nur sehr schwach wirksam 
war. Die Autoren erkléiren den Vorgang so, daB Lebergewebe die wirksamen 
Aminosaéuren desaminiert (Ammoniakbildung ist im Gegensatz zum Muskel 
hierbei nachweisbar) und den dann gebildeten Zucker verbrennt. Diese 
Ansicht wird durch die im Gegensatz zum Muskel bei der Leber vorhandene 
Fahigkeit, Aminoséuren zu desaminieren, gestiitzt. Tabelle XVI der 
Verfasser zeigt die starke Atmungssteigerung, die durch Alanin erzielt 
wird. Eingehende Untersuchungen aéhnlicher Art liegen ferner von Rein- 
wein® vor, der die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosauren 
vom Standpunkt der Frage nach dem Wesen der spezifisch-dynamischen 
Eiwei8wirkung untersucht hat. Reinwein, der mit der Warburgschen 
Apparatur an Lebergewebe von Ratten und Meerschweinchen arbeitete, 
fand atmungssteigernd wirksam Asparagin, Alanin, Glutaminséure, viel- 
leicht auch Serin und Tyrosin, unwirksam Glykokoll, Cystein, Asparagin- 
séure, Phenylalanin, Leucin, Histidin und Acetamid. 


Erganzend seien noch einige Arbeiten iiber den EinfluB von Amino- 
siuren auf den Sauerstoffverbrauch kiinstlich durchstrémter isolierter 
Organe erwahnt. In diesen Arbeiten wird iibereinstimmend berichtet, 
daB Alanin den Sauerstoffverbrauch deutlich steigert, Glykokoll soll 
dies nach einigen Autoren ebenfalls tun, nach anderen nicht. Hierbei 
scheinen sich verschiedene Organe verschieden zu verhalten. 


Bornstein und Roese* fanden bei der kiinstlich durchbluteten Hunde- 
leber nach Glykokollzufuhr (genauere Konzentration und Menge nicht 
angegeben) eine Steigerung des O,-Verbrauchs um etwa 30°,, wobei das 
Glykokoll in der Leber teilweise sehr schnell desaminiert und verbrannt 
wird. Auch bei der kiinstlich durchstré6mten Hundeextremitat steigert 
Glykokoll den O,-Verbrauch, ohne daB hier aber eine merkliche Vermehrung 
des Ammoniaks feststellbar ware. Aus der ausfiihrlichen Mitteilung der 
Autoren‘ ist jedoch zu ersehen, daB Glykokoll (Konzentration nicht an- 
gegeben) wohl den O,-Verbrauch der kiinstlich durchstrémten Leber, nicht 
aber der Hundeextremitét erhéht. 

Mulder® hat beim Starlingschen Herz-Lungenpraparat des Hundes 
den Sauerstoffverbrauch vor und nach Glykokoll- und Alaninzufuhr ge- 
messen. 


O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 
H. Reinwein, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 160, 278, 1928. 

A. Bornstein, Deutsch. med. Wochenschr. 1928, Nr. 37. 

A. Bornstein u. H. F. Roese, Pfliigers Arch. 228, 498, 1929. 

A.G. Mulder, Amer. Journ. of Physiol. 938, 675, 1930. 
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Anderungen im Sauerstoffverbrauch wurden nur insoweit gefunden, 
als auch das Schlagvolumen des Herzens veraéndert wurde, und werden nicht 
auf eine unmittelbare Einwirkung des Glykokolls oder Alanins bezogen. 


Neuestens haben Mansfeld und Horn' am kiinstlich durchstrémten 
Lungenpraparat des Hundes festgestellt, daB Alanin den O,-Verbrauch 
stark steigert, Glykokoll aber nicht. Glykokoll wurde bis zu 1 g dem Blute 
zugesetzt. Seine Konzentration im Blute (,,Erhéhung des Blut-N-Gehalts 
um etwa 40 mg-°,**) entsprach etwa */5) bis */ 4 mol. Glykokoll. 


Versuchsergebnisse. 
A. Glykokoll, 

Aus den Zahlen der Tabelle I léBt sich entnehmen, daB bei der 
gewahlten Versuchsanordnung die Atmung von Herz, Leber und Niere 
durch Glykokolizusatz fast durchwegs merklich gesteigert wird. Diese 
Wirkung war am Nierengewebe besonders deutlich. Die optimale 
Glykokollkonzentration schwankte in der Regel zwischen m/100 und 
m/300. Héhere Konzentrationen (m/50) waren in der Regel ganz 
wirkungslos. Diese bedeutsame Besonderheit erklart wohl auch den 
Widerspruch, der sich in der Literatur iiber den Einflu8 von Glykokoll 
auf die AtmungsgréBe findet und mahnt zur Vorsicht bei Verwendung 
von Serum ais Nahrlésung bei ahnlichen Versuchen. In einzelnen 
Versuchen (Kaninchey Nr. 17, Hund Nr. 10) lag die wirksamste Glykokoll- 
konzentration sogar noch niedriger (m/400). Die mit Glykokoll er- 
zielten Atmungssteigerungen schwanken meist zwischen 15 und 30°, 
der Atmung des Gewebes in glykokollfreier Ringerlésung. Nur in 
vereinzelten Fallen betrugen sie 9 bis 10°, oder 40 bis 50°. DaB auch 
Steigerungen um 10%, die als positiv nicht gewertet wurden, nicht 


a a 
ohne weiteres ins Gebiet der Fehlergrenze (etwa 5°,) fallen, lehren 
die vielen angegebenen Kontrolldoppelproben und Zahlen, wie in 
Tabelle II, wo bei zwei analogen Reihenversuchen (Meerschweinchen 
Nr. 36) am gleichen Organ die geringen Atmungssteigerungen durch 
genau die gleichen Glykokollkonzentrationen ausgelést werden. 


Sehr bemerkenswert ist auch, da® frisch entnommenes Gewebe auf 
Glykokollzufuhr oft weniger deutlich reagiert als gealtertes. Das ist nicht 
immer, aber héufig, wie Tabelle I zeigt, der Fall. Dem entspricht es auch, 
daB die wenigen Faille, bei denen die Atmungssteigerung durch Glykokoll 
nicht festzustellen war (Werte bis + 10°), meist frisches oder wenige 
Stunden altes Gewebe waren (Hund Nr. 10, Meerschweinchen Nr. 36, 37, 38, 
Ratte Nr. 14), und daB das gleiche Gewebe. 24 Stunden in NR auf Eis 
verwahrt, oft deutliche Atmungssteigerungen in den betreffenden Glykokoll- 
konzentrationen erkennen lieB, die bei dem frischen Organ wirkungslos 
waren. Die héchsten durch Glykokoll erzielten Atmungssteigerungen (40 bis 
50°.) fanden sich bei 48 Stunden isoliert gealtertem Gewebe (Katze Nr. 7) 


1G. Mansfeld u. J. Horn, diese Zeitschr. 284, 257, 1931. 
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In einer friiheren Mitteilung wurde gezeigt, daB von den bisher 
untersuchten gewebsatmungssteigernd wirksamen Stoffen ein Teil den 
Calciumsalzen in ihrer Wirkung gleichartig, vielleicht auch gleichortig 
sind, und es wurde vermutet, daB diese Stoffe vor allem durch eine 
Beeinflussung des kolloidalen Zustandes des Protoplasmas die Oxy- 
dationsgréBe beeinflussen. Zu diesen Stoffen gehéren die Salze zwei- 
wertiger Kationen und die untersuchten Verbindungen dreiwertiger 
Elemente, nicht aber das ebenfalls oxydationssteigernd wirkende 
Ome ga}. 

Tabelle I] zeigt an einigen Versuchen die atmungssteigernde 
Wirkung des Glykokolls an solchen Schnitten, die in calciumfreier 
Nahrlésung atmen. 

Die Qo,-Zahlen einer Horizontalreihe der Tabelle entsprechen immer 
einer Versuchsreihe. Je nachdem ob in der Reihe der Qo,-Wert fir NR 
oder NR-Ca angegeben ist, ist die ganze Versuchsreihe in NR oder NR-Ca 
ausgefiihrt. Je zwei solcher Reihenversuche sind immer unmittelbar nach- 
einander ausgefiihrt worden und deshalb miteinander vergleichbar. 

Man ersieht aus Tabelle Il, dab Glykokoll in NR-Ca grund- 
sitzlich ebenso wirkt wie in calciumhaltiger Ringerlésung, wenn die 
Atmungswerte auch bei Calciummangel durchweg etwas niedriger sind. 
Aber weder wird das Optimum der Atmungssteigerung in calciumfreien 
Nahrlésungen durch héhere Glykokollkonzentrationen erreicht als in 
caleiumhaltiger, noch sind niedrigere Konzentrationen imstande, an 
calciumfrei ernahrtem Gewebe eine Atmungssteigerung zu erzielen, als 
an calciumhaltig ernahrten. 

Man kann somit sagen, die Mechanik der Atmungssteigerung des 
Gewebes durch Glykokoll entspricht nicht dem Calciumtypus. 

SchlieBlich iiberzeugte ich mich in einigen wenigen Versuchen an 
gealterter Meerschweinchenniere, da® grundsétzlich die gleichen Wirkungen 
wie durch Glykokoll in etwa gleichem Ausma8 durch Glycylglycin und 
Glykokollaithylester zu erzielen sind. Wie Tabelle V zeigt, ist bei m/50 
bis m/100 Glykokollathylester-konzentration gelegentlich eine deutliche 
Atmungshemmung festzustellen. Es ware méglich, daB hier eine Ester- 
spaltung und Hemmung durch den frei werdenden Alkohol vorliegt, doch 
kann hieriiber vorlaufig Sicheres nicht gesagt werden. 


B. Alanin, 

Da die Angaben der Literatur tiber die Beeinflussung der Gewebs- 
atmung durch Alanin viel einheitlicher sind, so habe ich hieriiber nur 
wenige Versuche ausgefihrt. 

Tabelle III zeigt, daB die Gewebsatmung von Leber, Herzmuskel 
und Niere aller Versuchstiere durch Alanin stark gesteigert wird. Auch 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 235, 51, 1931. 
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hier steht die Steigerung der Nierenatmung, aber besonders bemerkens- 
wert im Vordergrund. Das Wirkungsoptimum des Alanins liegt bei 
Konzentrationen zwischen etwa m 20 und m/50, noch héhere Konzen- 
trationen hemmen, jedenfalls schon wegen der Hypertonie der Lésung. 
Beim Alanin ist in noch viel héherem MaBe als bei Glykokoll fest- 
zustellen, daB frisch entnommenes Gewebe in seiner Atmung durch 
diese Aminosaure weniger stark gesteigert wird, als durch Aufbewahren 
in Ringer-Lésung gealteter. Die Tabelle III zeigt, daB gelegentlich 
Nierengewebe, das frisch auf Alanin gar nicht reagierte (zum Beispie] 
Meerschweinchen Nr. 33) nach 48stiindigem Altern fast um 100°, in 
seiner Atmung gesteigert wird. Bei gealtertem Gewebe, dessen Atmung 
schon deutlich abgesunken ist, sind Atmungssteigerungen um mehrere 
hundert Prozent bei der Niere durch Alanin wiederholt beobachtet 
worden (Ratte Nr. 19, 23; Katze Nr.6, Schwein). DaB hier nicht 
etwa bakterielle Einfliisse eine Fehlerquelle bilden, ist nicht nur durch 
die allgemeine Versuchsanordnung (kurze Versuchszeit) unwahrschein- 
lich, sondern besonders auch durch Versuche, die zeigén, daB fiir die 
Atmungssteigerung vor allem das AusmaB der Gewebsalterung, aber 
ebenso die Gewebsart (Niere geeigneter als Leber) verantwortlich ist, 
und schlieBlich die Bedeutung der einwirkenden Alaninkonzentration, 
sowie der Umstand, daB Glykokoll auch an gealtertem Gewebe niemals 
ihnlich hohe Atmungssteigerungen bewirkt wie Alanin?. 


Tabelle IV zeigt, daB die Atmungssteigerung durch Alanin auch 
an calciumfrei ernihrtem Gewebe festzustellen ist, gelegentlich (Hund 
Nr. 11) sogar in héherem Mae als bei Gewebe in Normal- Ringer- 
Lésung. Die wirksamen Grenzkonzentrationen des Alanins sind aber, 
soweit unsere Versuche ein Urteil gestatten, in NR und in NR-Ca 
die gleichen, also eine Ersetzbarkeit und Gleichartigkeit der Calcium- 
wirkung beziiglich der Wirkung des Alanins ebensowenig festzustellen, 
wie dies beim Glykokoll der Fall war. 

In Art und Ausma8 ahnliche Beeinflussungen der Gewebsatmung 
wie durch Alanin erhielt ich in einigen zu diesem Zwecke ausgefiihrten 
Versuchen bei Zusatz von Phenylalanin und von Alanylalanin. Das letztere 
Praparat, von Emil Fischer hergestellt, stammte aus dem NachlaB von 


Prof. J. Seemann. Es war durchwegs festzustellen, daB die Atmungs- 
steigerung durch m/50 Alanylalanin geringer war als die durch aquimole- 
kulare Alaninkonzentrationen. Die Wirkungsstirke des Phenylalanins 


scheint der des Alanins zu entsprechen. Genauere Angaben hieriiber wird 
die naéchste Mitteilung enthalten. 

Auch bei der Ausfiihrung dieser Arbeit bin ich durch die technische 
Assistentin Frau Striebeck sehr unterstiitzt worden. 


1 Uber die gleichzeitige Ammoniakbildung sind Versuche, vor allem 
mit Hinblick auf das Verhalten von Tumorgewebe zurzeit im Gange. 
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Zusammenfassung. 


Glykokoll steigert die Atmung isolierten Gewebes von Herz, Leber 
und Niere, das sich in Ringer-Lésung befindet. Die Wirkung ist meist 
an gealtertem Gewebe starker als an frischem. Die zur Erzielung der 
Atmungssteigerung optimale Konzentration ist etwa m 100 bis m 300. 
Hoéhere Konzentrationen haben schwache oder keine Wirkung 

Das Ausmal der Atmungssteigerung durch Glykokoll betrug meist 
15 bis 30°, des Ausgangswertes, in den Fallen maximaler Steigerung 
etwa 50%. 

Der Wirkung des Glykokolls entspricht durchaus die von Glycyl- 
glycin und Glykokollaithylester. Der letztere hemmt die Atmung in 
Konzentration von m/50 bis m/100 meist deutlich. 

Alanin férdert die Gewebsatmung bei den gleichen Versuchsobjekten 
wesentlich starker als Glykokoll. 

Auch Alanin wirkt an gealtertem Gewebe meist viel  starker 
atmungssteigernd als an frischem. Die Atmung kann dann das Vier- 
bis Siebenfache des Ausgangswertes erreichen. Die optimale Alanin- 
konzentration ist etwa m/30 bis m 50. 

Ganz ahnlich wie Alanin wirken Phenylalanin und Alanylalanin 
auf die Atmung. 

Hochgradig gealtertes Gywebe kann sich der Wirkung von Glykokoll 
und Alanin gegeniiber refraktér verhalten. 

Die atmungssteigernde Wirkung von Glykokoll und Alanin ist 
anderer Art als die der Salze zweiwertiger Kationen und der Verbin- 
dungen dreiwertiger Elemente. 

Die Versuche wurden mit gleichartigem Erfolg bei Ratte, Meer- 
schweinchen, Kaninchen, Katze, Hund, Schwein und Kalb ausgefihrt. 

Am starksten unter den untersuchten Organen zeigte sich die 


Atmungssteigerung an Nierengewebe. 











Die Beeinflussung der Gewebsatmung dureh Natriumnitrit. 


Von 
Bruno Kisch und Kurt Ciippers. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1931.) 


Im Verlauf von Untersuchungen des einen von uns iiber die Wirkung 
von oxydiertem Adrenalin auf die Gewebsatmung stellte es sich als 
notwendig heraus, festzustellen, welchen EinfluB verschiedene Konzen- 
trationen von Natriumnitrit! auf die Gewebsatmung ausiiben. Die 
Ergebnisse dieser Versuche, die an isoliertem Nierengewebe ausgefiihrt 
wurden, geben wir hier wieder. 

Die Methode war die wiederholt beschriebene von O Warburg. Als 
Versuchstiere dienten Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Hund und 
Schwein. Die Gewebe wurden teils frisch untersucht, teils nachdem sie 
langere Zeit in groBen Stiicken in Ringerlésung auf Eis verwahrt waren. 
pu der Néhrlésung war stets 7,4, die gewonnenen Resultate sind also nicht 
ohne weiteres auf Gewebe, das sich in Nahrlésung anderer H-Ionenkonzen- 
trationen befindet, zu iibertragen. Die Zusammensetzung der Naéhrlésung 
war die in friiheren Arbeiten angegebene (0,9°, NaCl, 0,023 °, KCI, 0,024 °, 
CaCl, 0,026°, NaHCO,). 

Wahrend friihere (unveréffentlichte) Erfahrungen des einen von 
uns gelehrt hatten, daB Natriumnitrit, in Konzentrationen bis etwa 
m/l00 der Nahrlésung zugesetzt, die Atmung deutlich hemmen, 
zeigt Tabelle I und Il, daB wesentlich niedere Konzentrationen die 
Gewebsatmung oft deutlich steigern. Hierbei zeigt sich, daB, ahnlich, 
wie dies friiher fiir Verbindungen dreiwertiger Elemente und von 
Aminoséiuren gezeigt werden konnte, auch beim Natriumnitrit die 
gewebsatmungssteigernde Wirkung in der Regel bei gealtertem Ge- 
webe, wenn die Alterung nicht zu hochgradig war, ebenfalls deutlicher 
zutage tritt als bei Gewebe, das dem Tiere frisch entnommen wurde. 
Im letzteren Falle kann die Wirkung gelegentlich auch vollkommen 
fehlen und erst nach mehrstiindigem Lagern des Gewebes auf Eis 


1 Diese Zeitschr. 220, 97, 1930; 220, 358, 1930. 
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deutlich zutage treten. Die Konzentrationen, bei denen das Optimum 
der Atmungssteigerung beobachtet wurde, schwanken etwa zwischen 
m/1000 und m/20000. Im einzelnen Material gelegene Besonderheiten 
scheinen hier eine besondere Rolle zu spielen, so zeigt z. B. bei Ratt 
Nr. 15 schon m/100 Natriumnitrit nach 2] stiindigem Altern ein Optimum 
der Wirkung, bei Ratte Nr. 23 erst m/5000. Bei einer Reihe von Ver- 
suchen sieht man, daB bei gealtertem Gewebe die optimal wirksamen 
Konzentrationen eher niedriger sind als bei frischem Gewebe. 

Das Ausma8 der Atmungssteigerung schwankt im  Durchschnitt 
zwischen 10 und 30°, des Atmungswertes desselben Gewebes in nitrit 
freier Ringerlésung (Atmungssteigerungen unter 10°, werten wir nicht 
als positiven Ausschlag). Bei schwach atmendem, gealtertem Gewebe war 
in einzelnen Fallen (Kaninchen X, Hund 4!5 kg) die Atmungs 
steigerung iiber 100 bis etwa 170°. 

Die Wirksamkeit des Nitrits bei gealtertem Gewebe in besonders 
niederen Konzentrationen ist sehr deutlich aus dem Versuch beim Meer- 
schweinchen 450g und beim Hund 4!/,kg zu ersehen, wo noch eine 
Konzentration von m/40000 eine Atmungssteigerung von etwa 170°, 
bewirkt. 


Bei friiherer Gelegenheit hatte der eine von uns gezeigt, daB Ver- 
bindungen dreiwertiger Elemente, wie Aluminiumchlorid oder Bor- 
siure, Cie Gewebsatmung gleichartig, vielleicht auch gleichortig be- 
einflussen wie Calciumsalze, waihrq@nd dies fiir Omega und Amino- 
sduren nicht gilt}, 

Wir untersuchten deshalb, ob ein Synergismus und eine gegen- 
seitige Vertretbarkeit der atemsteigernden Wirkung zwischen Calcium 
salzen und Nitrit besteht. Die Methode war die friiher! schon be- 
schriebene, indem, wie Tabelle III zeigt, am gleichen Material méglichst 
unmittelbar nacheinander die atmungssteigernde Wirkung von Natrium- 
nitrit einmal in calciumhaltiger, das andere Mal in calciumfreier Ringer- 
lésung untersucht wurde. 

In Tabelle I1l gehéren immer je zwei Versuchsreihen, die unterein 
ander stehen und au®er bei dem Versuch mit Meerschweinchen Nr. 39 
stets unmittelbar nacheinander ausgefiihrt wurden, zusammen. Die obere 
Reihe gibt die Werte in normaler, die untere die in calciumfreier Ringe 
lésung, wobei bei der letzteren Reihe immer zur Kontrolle auch ein Schnitt 
in calciumhaltiger Ringerlésung untersucht wurde. 

Wie man aus Tabelle III ersieht, besteht beziiglich der atmungs- 
steigernden Wirkung des Natriumnitrits keinerlei Synergismus im Sinne 
einer Vertretbarkeit mit der Wirkung der Salze zweiwertiger Kationen 
Dort, wo das Nitrit an Gewebe in normaler Ringerlésung unwirksam 
ist, ist es dies auch in calciumfreier Lésung. Dort, wo es die Atmung 


1 Diese Zeitschr. 235, 51. 1931. 











368 B. Kisch u. K. Ciippers: 


steigert, tut es das weder in hGherem Mae, noch in geringeren Konzen- 


trationen, wenn die Lésung calciumfrei als wenn sie calciumhaltig ist. 


Tabelle Ill. 


Beeinflussung der Gewebsatmung durch NaNO, bei Anwesenheit und 
Mangel von Ca-Salzen in der Naéhrlosung (px 7,4). 





A] n N&hrlisung + NaNO, 


tt) 
folgender Konzentration 
a Vor- Q Yo, — 
Tier Organ behandlung a in “ae 7 = = : = 
peer ere in NR NR-Ca = = = a = = = 
Sie| >= |S} = = ii 
Mehr- Niere 25 in NR (10,35 9,8 ~- 19.55 19.45 104 101 
shwein- 0) ae 
schwein gh 10,1 4 
chen \ 9.5 GS 10,1 9.9 91 
Nr. 39 
Mebhr- ‘s frisch 10.2 98 - 9,7 94 1015 10,1 
schwein- : 10,1 
frisch - a: aon 
chen | ~ S,5 S./ 9,2 925 9,1 
Nr. 40 48h in NR 89 88 — 9.5 94 98 
9,2 
48h 
” | 8.6 9.46 9,2 9.1 9.3 
72h od 8.6 8.05 —_ 93 89 SS x9 
. -- 
: g 
72h | a 
\ i 8.9 S.5 8.2 S.1 
Schwein _ ae 8.0 7,9 — 8.3571 7.7 | 7,7 | 84 
II 8.3 
1h | 
ad ae 1.4 1.6 i,1 17 7.5 
See 38 3.9 3.8 44 4.0 3D 
nee { 3.6 
50h ; . ; ‘ 
| 2.9 x5 3,1 3,2 29 


Neuerdings hat der eine von uns ferner die Tatsache festgestellt, 
daB im Gegensatz zum normalen Gewebe Tumorgewebe (Jensen-Sarkom 
der Ratte, Ehrlichsches Mausecarcinom) in seiner AtmungsgréBe weder 
durch die Salze dreiwertiger Kationen noch durch Aminosauren 
(Glykokoll, Alanin) gesteigert wird’. Die vereinzelten, bereits friiher 
ausgefiihrten Versuche dieser Art (nicht verdffentlicht) haben wir nun 
in neun Versuchsreihen am Jensen-Sarkom von vier verschiedenen 
Ratten erweitert. In keinem einzigen Falle konnten wir, weder am 
frischen noch am gealterten Tumorgewebe, eine Steigerung der Atmung 
des Tumorgewebes durch Natriumnitrit erzielen. 


1 Diese Zeitschr. 236, 380. 1931. 
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Zusammentassung der Ergebnisse. 


In Konzentrationen bis etwa m 100 hemmt Natriumnitrit die 
Atmung des untersuchten Nierengewebes, in Konzentrationen von 
etwa m/500 bis m 20000 steigert es in der Mehrzahl der Faille die 
Gewebsatmung um etwa 10 bis 30°,. 

Bei gealtertem Gewebe kann diese Steigerung der Atmungsgréibe 
auch noch bei Konzentrationen des Natriumnitrits von m 40000 weit 
iiber 100°. betragen. 

Beziiglich der Atmungssteigerung ist keine Vertretbarkeit det 
Calciumchloridwirkung durch Natriuminitrit festzustellen, die det 
Wirkung von Verbindungen dreiwertiger Elemente analog wire 


gealtert wird 


Die Atmung von Jensen-Sarkomgewebe (frisch und 


durch Natriumnitrit nicht gesteigert. 








Atmungsversuche an Gewebe von Siugerembryonen. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1931.) 


In einer vorangehenden Arbeit wurde gezeigt, da chemische 
Kinfliisse, die bei normalem in Ringer-Lésung atmendem Gewebe er- 
wachsener Tiere eine deutliche Steigerung der AtemgréBe bewirken 
(Zusatz kleiner Mengen von Verbindungen dreiwertiger Elemente, von 
Omega, von Glykokoll und vor allem von Alanin), die Atmung von 
Jensen-Sarkom der Ratte und FLhrlichschem Mausecarcinom unter den 
gleichen Versuchsbedingungen unbeeinfluBt lassen. Auch gealtertes 
Tumorgewebe zeigt sich diesen atmungssteigernden Eingriffen gegen- 
iiber refraktar, obwohl ihre Wirkung bei in Ringer-Lésung auf Eis 
gealtertem normalen Gewebe in der Regel wesentlich stirker zutage 
tritt als bei frischem!?. 

Vergleichsweise habe ich nun dieselben Untersuchungen, die bisher 
am normalem Gewebe (Niere, Leber, Herz) erwachsener Tiere und an 
fumoren ausgefiihrt wurden, auch an embryonalem Gewebe durch- 
gefiihrt. 

Die Methode war genau die gleiche, wie sie in den friiheren Mitteilungen 
beschrieben war. Untersucht wurde Herz, Leber, Niere von verschieden 
alten Embryonen von Meerschweinchen, Schwein und Rind. 

Das Alter der Embryonen konnte nur geschiétzt werden, zum Teil 
bietet das Gewicht einen Anhaltspunkt. In den Tabellen ist ferner ver- 
zeichnet, wie lange nach der Tétung des Muttertieres die Organe untersucht 
wurden. Beim Meerschweinchen erfolgten die ersten Untersuchungen 
unmittelbar nach der Tétung des Muttertieres, bei Schweinen und Rindern 
etwa 1 bis 14 Stunden spater, waéhrend welcher Zeit die Organe auf 
Eis verwahrt gewesen waren, gleichzeitig wurde das Material fiir die 
weiteren Untersuchungen in groBen Stiicken auf Eis in Ringer-Lésung ver- 
wahrt. 


1 Diese Zeitschr. 236, 380, 1931. 
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Untersucht wurde auf Grund der friiher mitgeteilten Erfahrungen 
der atmungsf6rdernde EinfluB von AICl,, Borséure. Omega und Alanin. 
Die Ringerlésung enthielt 0,9°, NaCl, 0,023°, KCl, 0,024°, CaCh, 0,026 ° 
NaHCO,. Lhr px war 7,4. 


Das Versuchsergebnis geht aus Tabellen I bis IV hervor. 


Tabelle II. 


EinfluB von Bors&éure auf die Atmung von embryonalem Gewebe. 





Vo. in NR + B (OH), folgender 


1. Vorbe- Vo. Konzentrationen 
Pier Organ handlung PH = NR ¢ 


1.10-6 |1.10-7 1.10-8 | 1.10-9 


Etwa 3 Monate alter Niere 485in NR) 7,4 6,0 5,8 7,2 
Rinderembryo Nr. 7 
Schweineembryo ‘ 3Tage | 7,4 5,0 4,6 
Nr. 4 (280 g) in NR 
Schweineembryo " a 7,4 4.3 4.5 


Nr. 5 (220g) 
Schweineembryo " - 7,4 5.1 
Nr. 6 (320 g) 

Die Versuche der Tabellen I bis IV, die ausgefiihrt wurden, um 
festzustellen, ob sich das intensiv wachsende Material embryonalen 
Gewebes gegen die untersuchten geweb:atmungsférdernden Mittel 
ebenso refraktar verhalt, wie Tumorgewebe, lehren folgendes. 

Die gewebsatmungsférdernde Wirkung von AICl,; und Borsaure 
fehlt (bei px 7,4) in der Regel véllig. Nur gelegentlich (Schwein Nr. 3 


Tabelle III. 


EinfluB von Omega auf die Atmung von embryonalem Gewebe. 





Vo, in NR + 2 folgender 


" Vorbe- Yo Konzentrationen 
ier: Org: . - *4 : 
Tier: rgan | handlung PH in NR 


1.10-5; 1.10-6 |§1.10-7 |1.10-8 


Meerschw. Nr. 35 Leber 27" in NR 7.4/1.5 1.6 1,65 1,71,66 1,7 
Embryo Nr3 


twa 3 Monate alter Niere 3 , NR 7,4 7,611 7,4 |7,6 7,5) 7,95 
Rinderembryo Nr. 1 » |50> , NR/7,4/ 5,1 5,6] 54 | 5,5 5,2) 58 
twa 6 Monate alter), frisch 74:65 69 63 65 7,0, 62 
Rinderembryo Nr. 2 
Etwa 8 Monate alter Leber s 7,4:1,7 1,3)) 1,2 1,5 
Rinderembryo Nr.3 
Etwa 8 Monate alter Niere . 7,4/ 7,3 7,0) 7,1 PY 
Rinderembryo Nr. 6 

Schweineembryo  Niere a 7,4 8, 8,2 7,8 


Nr. 2 etwa 550 ¢ 
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und 6), besonders bei gealtertem Gewebe ist sie nachweisbar, wobei 
dann auch das gealterte Gewebe starker reagiert als dasselbe Gewebe 
in frischem Zustand. Ein Beispiel dieser Art fiir AICI, ist z. B. die 
Niere des etwa 8 Monate alten Rinderembryo Nr. 3, sowie die des 2 bis 
3 Monate alten Rinderembryo Nr. 8 und fiir Borséiure Rinderemybro 
mr. 3. 

Omega zeigte bei keinem der untersuchten Objekte unter den 
angewendeten Versuchsbedingungen (pq = 7,4) eine Wirkung.  Hin- 
gegen ist die Wirkung von Alanin (in ausgesprochenstem Gegensatz 
zu ‘Tumorgewebe) bei embryonalem Gewebe oft deutlich. Bei ge- 
altertem Gewebe, das, wie bei allen ahnlichen Versuchen, tagelang in 
groBen Stiicken in Ringer-Lésung auf Eis verwahrt wurde, ist die 
Atmungssteigerung durch Alanin, in einzelnen Fallen wie bei Gewebe 
erwachsener Tiere oft mehrere 100°,. Siehe z. B. die Leber von 
Rinderembryo Nr. 6 oder die Organe von Schweineembryo Nr. 1, sowie 
Nr. 5 und 6. Trotzdem ist die Atmungssteigerung, die Alanin am 
embryonalen Nierengewebe hervorruft, deutlich geringer als die 
Alaninwirkungen am Gewebe erwachsener Tiere und fehlt mitunter 
auch ganz (z. B. Schwein 3 und 4). 

Auch NaNQO,, mit dem einige Versuche ausgefiihrt wurden, gab 
gelegentlich deutliche Wirkungen im Sinne einer Atmungssteigerung 
(bei einer Dosis von m/3000) ahnlich wie bei Geweben erwachxener 
Tiere und im Gegensatz zu Tumorgewebe!. ; 


Das Alter der Embryonen selbst scheint fiir die Méglichkeit der 
Atmungssteigerung durch die untersuchten Stoffe nicht ausschlag- 
gebend zu sein. Die Alaninwirkung ist z. B. ebenso deutlich in 
Tabelle IV bei den etwa 8 Monate alten Rinderembryo Nr. 3 und 6 
wie bei dem nur 130g schweren Rinderembryo Nr. 4 festzustellen 
Hingegen sind, wie ein Vergleich des Verhaltens der Gewebe des gleichen 
Embryo gegeniiber verschiedener Einwirkungen (Tabelle I bis IV) 
zeigt, individuelle Unterschiede oft sehr ausgepriigt. Die Niere von 
Schweineembryo Nr. 4 verhielt sich z. B. gegen simtliche untersuchten 
Stoffe beziiglich der Atmung refraktar, wahrend die Niere von Schweine- 
embryo Nr. 6 auf alle ziemlich prompt reagierte. 

Bemerkenswert ist auch, daB hohe Aluminiumchloridkonzen- 
trationen (10-°, auch 10-4!) auf die Atmung embryonalen Gewebes 
nicht oder kaum hemmend wirken, wahrend sie dies sowohl bei normalem 
als auch bei Tumorgewebe erwachsener Tiere sehr ausgesprochener 
Massen tun. 


1 Uber die Wirkung von NaNO, auf die Gewebsatmung siehe die 
vorangehende Mitteilung. 
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376 3B. Kisch: Atmungsversuche an Gewebe von Siéiugerembryonen. 


Wie das geschilderte Verhalten durch Anderung des py der Nahr- 
lésung beeinfluBt wird, wird noch untersucht werden. 


Zusammenfassung, 


Beziiglich der Beeinflussung der Atmung durch AICl,, Borsaure, 
Omega, Nitrit und Alanin steht das untersuchte embryonale Gewebe 
zwischen dem erwachsener Tiere und dem friiher gepriiften Tumor- 
gewebe. Es erweist sich wesentlich schwerer als jenes beeinfluBbar und 
wesentlich besser (vor allem durch Alanin) als dieses. 


Die sonst stets festgestellte Atmungshemmung von normalem und 
Tumorgewebe erwachsener Tiere durch hohe AICI,-Konzentrationen 
(10-5) ist bei embryonalem Gewebe (px 7,4)) nicht oder nur andeutungs- 
weise festzustellen gewesen. 

















Die Wirkung der Hormone, insbesondere des Thyroxins 
auf die fettspaltenden Fermente.' 


Von 
0. Mihlbock und C. Kaufmann. 
(Aus der Universitéts-Frauenklinik der Charité Berlin.) 
(Eingegangen am 11. Juni 1931.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei den Versuchen, den Wirkungsmechanismus von Hormonen 
zu erklaren, hat man bereits friihzeitig den Beziehungen zwischen 
Hormonen und Fermenten Beachtung geschenkt. Da, wie wir wissen, 
alle Umsetzungen im Organismus an die Mitwirkung von Fermenten 
gebunden sind, lag die Fragestellung nahe: Kann man aus der Beein- 
flussung bestimmter Fermente durch bestimmte Hormone schlieBer', 
daB hier ein Angriffspunkt der Hormonwirkung liegt ? 

Die Einwirkung eines bestimmten Hormons auf ein Ferment ist, 
soweit uns bekannt, nur von Abderhalden und Franke, Weil und Lands- 
berg, Simon und Weiner untersucht worden. Abderhalden und Franke 
konnten zeigen, daB sowohl die Autolyse wie die Wirkung von Erepsin 
und Trypsin durch Zusatz von Thyroxin beschleunigt oder gehemmt 
werden kann, wobei fiir den Ausfall der Wirkung die angewandte 
Thyroxinmenge maBgebend ist. Weil und Landsberg. bestatigen den 
Befund der Steigerung der Gewebsautolyse durch Thyroxin, wahrend 
Simon und Weiner eine Beeinflussung der Leberautolyse durch Thyroxin- 
zusatz nicht nachweisen konnten. 

Uber die Einwirkung von Hormonen auf die fettspaltenden 
Fermente (die Lipasen) liegen Mitteilungen bisher nicht vor. Es schien 
uns wichtig, diese Liicke auszufiillen, da gerade die Frage der hormo- 
nalen Regulation des Fettstoffwechsels zu den umstrittensten Gebieten 
hormonaler Stoffwechselwirkungen gehért. Die Méglichkeit, diese 
Untersuchungen zuverlassig durchzufiihren, ist gegeben, da wir eine 
genaue MeBmethode fiir die Wirkung der Lipasen besitzen. 


1 Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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Wir fragen uns also: LaBt sich eine Beeinflussung fettspaltender 
Fermente durch Hormone nachweisen ? 

Um diese Frage beantworten zu kénnen, haben wir die Wirkung 
der folgenden Hormone auf verschiedene fettspaltende Fermente 
untersucht !. 

1. Hypophyse. a) Vorderlappen: Prolan, Praphyson. — b) Hinter- 
lappen: Pituigan, Myopituigan, Vasopituigan, Pitocin, Pitressin, 
Orasthin und Tonephin. 

2. Schilddriise. a) Thyroxin (Henning) und Thyroxin (Laroche), 

3. Pankreas. Insulin (Wellcome), Insulin (Kahlbaum), Kallikrein. 

4. Nebeniere. Suprarenin, synth. Suprarenin org. (I. G.). 

5. Weibliche Keimdriise. Progynon, Follikulin, Hogival, Ovo- 
glandol. 

Aus den verschiedenen fettspaltenden Fermenten wahlten wir: 
a) Fettgewebslipase, b) Pankreaslipase, c) Leberlipase, d) Placenta- 
lipase, c) Serumlipase. 


Technik der Untersuchungen. 


Fiir unsere Untersuchungen benutzten wir zur Bestimmung der lipati- 
schen Wirkung zuerst die von Rona und Michaelis angegebene Methode. 
In einer Pufferlésung 148t man die Fermentlésung auf Tributyrin (Tri- 
butterséure-Glycerinester) eirwirken. Unter der Einwirkung der Lipase 
wird Tributyrin in Butterséune und Glycerin gespalten. Die Geschwindig- 
keit der Spaltung ist ein MaB fiir die Wirksamkeit der Lipase. Der Verlauf 
der Spaltung wird durch die Bestimmung der Oberflachenspannung mittels 
der Tropfmethode gemessen. Tributyrin selbst hat eine groBe Oberflachen- 
spannung, die Spaltprodukte dagegen beeinflussen die Oberflachenspannung 
kaum. Die Abnahme der Oberflachenspannung ist also ein Ma® fiir die 
Konzentration des Tributyrins. Zu jedem Ansatz wurde diejenige Menge 
Lipaselésung benutzt, die in 60 Minuten eine vollstandige Spaltung des 
Tributyrins bewirkte. (Die technischen Einzelheiten der bekannten 
Methodik siehe Michaelis-Rona, Praktikum der physiol. Chem.) Neben 
dieser Tropfmethode wurde fiir die im zweiten Teil unserer Arbeit an- 
gefiihrten Messungen der wirksamen Grenzkonzentrationen der Hormone 
die wesentlich genauere Methode der Lipasenbestimmung nach Warburg, 
Rona, Lasnitzki angewandt. Bei dieser Methode wird die Kohlenséuremenge 
gemessen, die durch die bei der Spaltung des Tributyrins frei werdende 
Butterséure aus einer Natriumbicarbonatlésung austreibt. Durch die 
Benutzung der von Warburg angegebenen Apparatur gelingt es, sehr kleine 
Mengen von Kohlenséure genau zu bestimmen, so daB die Bestimmung 
der Wirkung der Lipasen an sehr kleinen Materialmengen durchgefiihrt 
werden kann. Die Exaktheit dieser Bestimmungsmethode ermdglicht 
ferner, sehr kleine Anderungen der Spaltungsgeschwindigkeit zu messen. 
(Die genaue Beschreibung der Methode findet sich ebenfalls bei Michaelis- 
Rona, Prakt. d. physiol. Chem., 4. Aufl., 1930.) 


1 Wir sind den Herstellerfirmen fiir die Uberlassung von Versuchs- 
mengen dankbar. 
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Fir die Bestimmungen wurden die Lipasenlésungen in folgender Weise 
hergestellt : 

1. Fettgewebslipase. Das bei der Operation gewonnene periphere Fett- 
gewebe wird, zur Entfernung des Blutes, mehrmals mit physiologischer 
Kochsalzlésung gespiilt, in kleine Stiicke geschnitten, im Mérser verrieben 
und mit der gleichen Gewichtsmenge physiologischer Kochsalzlésung 
24 Stunden im Eisschrank unter héufigem Umschiitteln stehengelassen. 
Dann wird filtriert. Im allgemeinen werden zu jedem Ansatz bei der Tropf- 


methode 2,5cem des Filtrats benutzt. 

2. Placentalipase. Die Placenta wurde in der gleichen Weise wie das 
Fettgewebe aufgearbeitet. 

3. Pankreas- und Leberlipase. Vom menschlichen Leichenmaterial 
stammendes Pankreas und Leber werden nach dem von Willstdtter an 
gegebenen Verfahren aufgearbeitet. Nach dem Zerkleinern der Driisen 
werden diese mehrmals mit Aceton und Ather getrocknet. Von diesem 
Trockenpulver bereitet man sich mit n/40 Ammoniak einen Auszug, von 
dem diejenige Menge zum Versuch benutzt wurde, die bei den Tropf- 
bestimmungen in 60 Minuten eine vollstaéndige Spaltung des Tributyrins 
bewirkt. 

4, Serumlipase. Im Tropfversuch wurde im allgemeinen 0,5 cem Serum 
ohne Aufarbeitung verwandt. In einem besonderen Versuch, der auf 8. 382 
angefiihrt wird, wurde die Serumlipase nach folgendem von Rona und 
Petow ancegebenen Verfahren gereinigt: 2cem Serum werden mit 2 ccm 
gesaittigter Ammonsulfatl6sung versetzt. Die ausfallenden Globuline reiBen 
einen groBen Teil der Lipasen mit. Man zentrifugiert scharf ab und lést 
den verbleibenden, mehreré Male gewaschenen Niederschlag in 2 ccm 
Glycerin. leem dieses Glycerinauszuges wird zur Bestimmung benutzt. 


A. Ergebnisse nach der Tropfmethode. 


Bei der Bestimmung der Hormonwirkung auf die Lipasen nach 
der Tropfmethode, die einen orientierenden Uberblick vermitteln 
sollte, benutzten wir 1 ccm der im Handel befindlichen Hormonlésung. 
Als Beispiel seien hier zwei Versuchsprotokolle wiedergegeben; die 
Ergebnisse der anderen Versuche sind in der beiliegenden Tabelle 
zusammengestellt. 

Versuch 1, Wirkung des Thyroxins. Ansatz: 9cem Tributyrinpuffer- 
lésung und 2,5cem Fettgewebsextrakt. 





Tropfenzahl 
to -olle Hormonversucl 
Minuten Pa ro re + 0.5 mg Thyroxin 

. in leem H,O 
0 145 145 
10 138 141 
20 132 142 
30 124 142 
40 118 140 
50 118 140 


60 116 140 
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In dem Kontrollversuch haben wir eine Abnahme der Tropfenzah| 
von 145 auf 116 Tropfen. In dem Versuch mit Thyroxin dagegen von 
145 auf 140 Tropfen. Es ergibt sich also eine deutliche Hemmungswirkung 
des Thyroxins auf die Fettgewebslipase. Um auszuschlieBen, daB diese 
Wirkung nicht auf andere der Handelslésung zugesetzte Stoffe zuriick- 
zufiihren ist, haben wir die Wirkung einer reinen Thyroxinlésung gepriift. 

Versuch la. Ansatz wie in Versuch 1. 1,5 mg reines Thyroxin wurde 
in 2cem Wasser unter tropfenweisem Zusatz von n/10 Natronlauge in 
Lésung gebracht. 1 cem dieser Thyroxinlésung wurde zu demTropfversuch 





benutzt. 
Tropfenzahl 
. Kontrolle Hormonversuch 
Minuten +1leem H,0 + 1eem Thyroxinlésung 
0 155 155 
10 145 159 
20 132 147 
30 127 145 
40 122 145 
50 119 144 
60 117 144 


Wir sehen, da8 in diesem Versuch la die prinzipiell gleiche Wirkung 
eintritt wie in Versuch 1, daB also die Hemmung der lipatischen Spaltung 
eine Wirkung des zugesetzten Thyroxins ist. 

Versuch 2. Zusatz von Follikulin. Ansatz wie in Versuch 1. 





Tropfenzahl 
- Kontrolle Hormonversuch 
Minuten + 1eem H, 0 + 1cem Follikulin 100 M.-E. 
0 136 134 
5 131 129 
10 125 124 
15 121 121 
20 117 117 
30 113 113 
40 112 111 
50 110 109 
60 109 109 


Dieser Versuch zeigt, daB der Spaltungsverlauf der Fettgewebslipase 
durch Zusatz von 100 Einh. Follikulin nicht beeinflu8t wird. 

Wir haben uns gefragt. ob die verschiedenartige Wirkung zwischen 
Thyroxin und den iibrigen untersuchten Hormonen auf rein physi- 
kalisch-chemischen Zustandsénderungen beruhen kénne, die von der 
in den verschiedenen Hormonlésungen vorhandenen Trockensubstanz- 
menge abhangen. Abderhalden und Franke haben in ihren Versuchen 
mit Thyroxin die hemmende Beeinflussung der Spaltung mit Erepsin 
und mit Trypsin durch eine Triibung bzw. Ausflockung der Ferment- 
lésung bei héherer Thyroxinkonzentration erklart. Wir haben die 








Wirkung der Hormone auf die fettspaltenden Fermente. 381 








Trockensubstanzmengen bei Thyroxin und Follikulin bestimmt und 
] gefunden, da die Trockensubstanzmenge in 1 ccm Follikulin wesentlich 
groBer ist als in der entsprechenden Menge Thyroxinlésung. 1 ccm 
Thyroxinlésung enthélt 1 mg Trockensubstanz, in Il ccm Follikulin 
fanden wir 7 mg Trockensubstanz. Insulin — Wellcome das wie 
' Follikulin keine Wirkung auf die Lipasen besitzt, enthalt in 1 ccm 
L 1,1 mg. Da zwischen der Menge an Trockensubstanz in der benutzten 
Hormonlésung und der Wirkung auf die Lipasen kein Zusammenhang 
besteht, kann somit die Hemmung der lipolytischen Wirkung in unseren 
Versuchen nicht mit der Menge der zugefiihrten Trockensubstanz er- 
klart werden. 

Weiterhin muBte ausgeschlossen werden, daB durch den Hormon- 
zusatz Anderungen im px der Fliissigkeit auftreten, welche die Ande- 
rungen der Lipolyse bedingen. In Kontrollmessungen itiberzeugten 
wir uns, daB durch die zugesetzten Mengen von Hormonlésung keine 
pu-Anderung eintritt. Die hemmende Wirkung des Thyroxins auf die 
Lipolyse ist also durch das Hormon selbst bedingt. DaB es sich hierbei 
um einen spezifischen Effekt handelt, schlieBen wir weiter daraus, 

, daB die Affinitaét des Thyroxins zum Ferment von uns nachgewiesen 
x ist (s. S. 386). 
Lipasen 
Nr Hormon a, | — - 
‘ : Serum Fettgewebe Pankreas Leber Placenta 
1 Suprarenin hydrochlor. 
synth. 1:1000 .... — - —- 
2 Suprarenin organ... . . _ 
3 Thyroxin (Henning) 
1 cem: 1 mg ++++) +4+4+ | ++ ++ 
4. Thyroxin (Laroche) 
ROSE fw 5 ck TTT? | +14 TT 2 as 
5 Insulin (Wellcome) 
leem:20Kinh... . — — — 
6 | Insulin (Kahlbaum) 
1 cem : 20 Einh. 
7 Kallikrein ++++ - - + 
8  Prolan 
1 ccm 50 R.-Einh. . — - ae 
fe 9 Praphyson ay i 4. ie ca. 
10. ~Pituigan ae + — 
- 11 Myopituigan .. . ns . oni 
, 12 Vasopituigan - 
1- 13 Pitocin. + nn 
T 14. Pitressin 
15 Tonephin. — 
b 16 Orasthin _ 
n 17. Hogival ++ - 
18 | Follikulin - 
n ae 
19 || Progynon. _ — 
t- 20 | Ovoglandol + - 
ie 21 || Luteoglandol _ - a 
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In der vorigen Tabelle sind die Ergebnisse iiber die Wirkung 
samtlicher untersuchter Hormone auf die verschiedensten Lipasen 
zusammengestellt. Eine totale Hemmung der lipatischen Wirkung 
wird mit +-+-+-+ bezeichnet. Eine geringere Wirkung der Hormone 
wird durch eine geringere Anzahl von Kreuzen gekennzeichnet. Keine 
Beeinflussung durch — —. 

Wir sehen, daB bei dieser Versuchsanordnung von samtlichen 
untersuchten Hormonen nur das Thyroxin eine deutliche Wirkung 
auf die Fettgewebslipase und zwar im Sinne einer Hemmung ausiibt. 
Kin geringer EinfluB ist beim Praphyson nachweisbar. Die verschiedenen 
brunstauslisenden Ovarialhormone iiben keinerlei Wirkung auf die 
Fettgewebslipase aus. Die Lipasen der Placenta, des Pankreas und der 
Leber werden in gleicher Weise beeinfluBt wie die Fettgewebslipase. 
Auch bei diesen Lipasen zeigt nur das Thyroxin eine starke Wirkung, 
das Praphyson eine schwachere, alle anderen Hormone werden unter 
diesen Bedingungen nicht beeinfluBt. Ganz anders verhalt sich bei 
diesen Versuchen die Serumlipase. Die Serumlipase wird durch die 
verschiedensten Hormone in leichtem Grade gehemmt, Kallikrein 
zeigt eine starke Wirkung. 

Wir haben bereits darauf hingewiesen, daB sich auf Hormonzusatz 
die Serumlipase den Gewebslipasen gegeniiber véllig verschiedenartig 
verhalt. Bemerkenswert ist, da&B Thyroxin auf die Serumlipase keinen 
EinfluB ausiibt. Da es sich bei der Serumlipase nicht nur um eine 
spezifische Lipase, sondern um ein Gemisch ausgeschwemmter Organ- 
lipasen handelt, muBte man erwarten, daB Thyroxin auch die Serumlipase 
beeinfluBt. In der Annahme, da®B die Begleitsubstanzen im Serum 
die Wirkung des Thyroxins unterdriicken, haben wir eine Reinigung der 
Serumlipase von den meisten Begleitstoffen nach der Vorschrift von 
Rona und Petow (wie auf 8.379 angegeben) vorgenommen. Die von 
ihren Ballaststoffen befreite Serumlipase wurde in der Tat von Thyroxin 
beeinfluBt, wie folgender Versuch zeigt. 

Versuch 3. Wirkung des Thyroxins auf die gereinigte Serumlipase. An- 
satz: 9 ccm Tributyrinpufferlésung und 1 ccm gereinigte Serumlipaselésung. 





: Kontrolle Hormonversuch 
Minuten + 1leem H,O + 1eem Thyroxin 

0 145 145 

5 140 140 

10 134 137 

15 128 133 
20 123 128 
30 115 124 
40 109 120 
50 105 115 


60 104 113 
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Vergleichen wir den Ausfall dieses Versuchs mit Versuch 1 mit 
Fettgewebslipase, so fallt auf, daB bei der gereinigten Serumlipase 
die Wirkung des Thyroxins wesentlich schwacher ist. Doch ist eine 
Hemmungswirkung deutlich erkennbar. 


Wenn es an sich schon schwierig ist, aus Modellversuchen irgend- 
welche Riickschliisse auf das Geschehen im menschlichen Organismus 
zu ziehen, so verbietet sich dieses fiir die bisher mitgeteilten Hormon- 
versuche allein durch die von uns verwandte Hormonkonzentration. 
Wir muBten daher an die Frage herangehen: In welchen Grenzkonzen- 
trationen beeinflussen die untersuchten Hormone die fermentative 
Wirkung? Zu diesen Untersuchungen benutzen wir die Methode von 
Warburg-Rona-Lasnitzki, die bei kleinen Fermentmengen  auber- 
ordentlich exakte Werte liefert. 


Bei der Ausfiihrung der Methode hielten wir uns an die Original- 
vorschrift. Unsere Versuche fiihrten wir zuerst mit Thyroxin und der 
Fettgewebslipase durch. Um die Art unserer Ansitze naher zu charak- 
terisieren, geben wir ein ausfiihrliches Versuchsprotokoll wieder. 


Versuchsprotokoll. 


Versuch 10. Bestimmung mit Fettgewebslipase. Darstellung des 
Extrakts wie auf 8. 379 angegeben. Bereitung der Ringer- und Tributyrin- 
lésung genau nach der Originalvorschrift. Pop 100 cerh Ringerlésung mit 
20 cem Natriumbicarbonatlésung versetzt. Bestimmung im Nikolai-Trog. 
Die Zahlen bedeuten Manometerablesung, die Zahlen in Klammern be- 
deuten die entstandenen frei gewordenen CO,-Mengen in Kubikmillimeter. 





Apparat Nr. 2 
0,8 cem Roo, 


Apparat Nr. 3 


Apparat Nr. 4 
0,8 cem Reo, 


Apparat Nr. 5 


Apparat Nr. 6 


= Appare = oa 0.8 ce lon, “ . 0,8 cem Roo, 0.8 com Roo, 
SARE) OS em TH | oS cem TH: | Sem TN | o.com TH: | 045 ecm Te 
— | 1,5 ecm 0,2 eem Fett-. butyrinlésung, 0,2 ecm Fett-. butyrinlésung, baty rinlésung, 
= 20 lextrakt, 12mg % ccm Fett- | ovirakt, 16mg | %* ccm Fett- | 0,2 ccm Fett 
Thyroxin bd extrakt Thyroxin 5 extrakt extrakt 

10 85 6,75 (6,4) 9,8 (7,6) 10,1 (5,7) 10,15 (66) 9,0 (6,9) 
20 86 7.3 (8,8) 10,6 (11.5) 10,6 (8,0) 11,0 (10,7) 9,8 (11,1) 
30) 8,7 7.9 (11,5) 11,5 (16,0) 11,1 (10,38) 11,95 (15,4) 10,65 (15,6) 
40 89 8,55 (14,0) 12,45 (20,2)! 11,7 (12,6) 12,9 (19,5) 11,6 (20,2) 
50 9,0 9,05 (16,4) 13,35 (25,0) 12,2 (14,2) 13,85 (24,5) 12,5 (25,2) 
60 9,15 | 9,55 (18,2) 14,2 (28,6) 12,7 (16,8) 14,7 (28,0) 13,3 (28,8) 
70 9,30 10,1 (20,4) 15,2 (33,8) | 13,2 (18,8) 15,75 (33,0) 14,25 (33,6) 
80 9,35 10,6 (22,8) 16,05 (37,8) | 18,6 (20,8) 16,6 (37,4) 15,05 (38,1) 
90 9.5 11,1 (24,8) 16,9 (41,8) | 14,0 (22,2) 17,5 (41,5) 15,9 (42,3) 
100; 9,55 11,55 (27,0)! 17,8 (46,5) | 14,45 (24.6) 183 (45,7) 16,7 (47,0) 
110 9.6 11,95 (29,0) | 18,6 (50,7) | 14,8 (26,2) 19,25 (50,5) 17,6 (52,0) 


120, 9,65 


12,4 (31,0) 


19,5 (55,5) 


15,25 (28,5) 


20,0 (55,0) 


18,4 (56,5) 


Die Ergebnisse dieses Protokolls seien der besseren Ubersichtlichkeit 
wegen in Kurvenform wiedergegeben (Abb. 1). 


Auf der Abszisse sind die 
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Minuten aufgetragen, auf der Ordinate die CO,-Mengen in Kubikzenti- 
metern, die das MaB fiir die lipatische Wirkung darstellen. 
Aus der Kurve geht mit Deut- 
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Um die Grenzkonzentration des Thyroxins zu ermitteln, wechselten 
wir in den naéchsten Versuchen, die wir nur in Kurvenform wiedergeben, 
die Thyroxinkonzentration. Wahrend wir in dem Versuch 10 das Thyroxin 
als Trockensubstanz zugegeben haben, benutzten wir zu den weiteren 
Versuchen eine Lésung von Thyroxin in Wasser unter Zugabe von soviel 
n/10 Natronlauge, bis eine klare Lésung eintritt. Durch entsprechende 
Verdiinnungen mit Wasser wurden daraus die Versuchslésungen dargestellt. 
Die Vergleichsbestimmungen wurden mit der entsprechenden Menge ver- 
diinnter Natronlaugelésung angesetzt. 

Aus diesen Kurven geht hervor, daB Thyroxin in einer Konzen- 
tration von 1 : 107 noch eine deutliche Wirkung im Sinne einer Hemmung 
ausiibt. Noch schwachere Konzentrationen (gepriift wurde 1: 10% 
und 1:10) zeigten keine Beeinflussung der lipatischen Wirkung 
weder im Sinne einer Hemmung, noch im Sinne einer Beschleunigung. 
Eine Umkehr der Wirkung des Thyroxins in Abhangigkeit von seiner 
Konzentration, wie sie Abderhalden und Franke in ihren Versuchen 
mit Trypsin und Erepsin nachgewiesen haben, konnten wir bei der 
Beeinflussung des Lipolyse nicht feststellen. 

Bei den Untersuchungen in der Warburgschen Apparatur zeigte 
sich, daB auch andere Hormone als das Thyroxin die Lipolyse beein- 
flussen. Eingehender untersucht wurde das Insulin und das Progynon. 
Doch unterscheiden sich diese Hormone in ihrer Wirkung von dem 
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Thyroxin sehr wesentlich durch die Konzentration, die man anwenden 


mub, um eine Beeinflussung der Lipase zu erzielen. Wir geben von 
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unseren Protokollen nur je eines 
fiir das Insulin und das Progynon 
wieder, die die Konzentrationen 
zeigen, in der diese Hormone gerade 
noch wirksam sind. Fiir das Insulin 
ist die eben wirksame Menge | : 104, 
fiir das Progynon ebenfalls 1: 10° 
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Versuch 42 mit Insulin (Wellcome). Ansatz wie bei Versuch 10. 





Minuten 


5 


10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 


100 
110) 10,75 


Apparat Nr. 2 


0,9 cem Ryo, 
0,25 cem Tri- 


butyrinlisung, 


0,25 cem Fett- 


extrakt, 0,1 ecm 
Insulinlisung 


= 2 Einh. 


10.65 (6,6) 
11,4 (10,7) 
12,9 (17,9) 
14,4 (25,0) 
15,8 (31,9) 
17,15 (39,4) 
18,5 (46,5) 
20,05 (54,3) 
21.45 (61,5) 
22.9 (68,5) 
24.35 (76,0) 
25,85 (82,0) 
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Apparat Nr.5 Apparat Nr. 6 


Apparat Nr. 1 0,99 cem Roo, 0,9 cem Ry 
1 com Roo, 0,25 cem Fett- 0,25 cem Fett 
0,25 cem Fett- extrakt,0,25cem extrakt, 0,25ecem 
extrakt, Tributyrin- Tributyrin 
0,25 cem Tri- lésung, 0,01 cem lisung, 0,1 cem 
butyrinlésung Insulinlésung Insulinlisung 
0,2 Einh = 2 Einh 


9.05 (6,9) 10,4 (6.3) 89 (6.6) 
9.95 (11,8)) 11,385 (11,6) = 9,7 (11,4) 
11,8 (20,9) 13,05 (19,6) 11,4 (20,4) 
13.6 (29,7) 14,8 (28.4) | 13,1 (29,4) 
15.4 (38.8) 16.5 (37,0) 14,75 (38,4) 
17,1 (48,2) 18,2 (46,2) 164 (48,3) 
18.7 (57.8) 19.8 (55.0) 17.9 (57,0) 
20,55 (66,0) 21.55 (63.5) 19,6 (66,3) 
22.15 (74,5) 23.1 (72,0) 21,1 (75,0) 
23.9 (83.0) 24.9 (80,5) 22,85 (84,3) 
25.5 (91.5)' 26.4 (88.5) 24,5 (93,5) 
27.5 (100.5) 28,6 (98,5) 26.2 (102,0) 
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Versuch 40 mit Progynon. Ansatz wie bei Versuch 10. Das Progynon 
wird in Aceton gelést in die Trége eingefiillt, und dann Aceton langsam 
fortgedampft. In dem Leerversuch wird die gleiche Menge reines Aceton 
eingefiillt und dann auf dieselbe Weise verdampft. 





i iy 189 Nr. 2 Apparat Nr. 1 Apparat Nr. 4 
= y ee fon, 0.25 ce 25 ce ton, ee to | 1,25 ce 
= es oad s ‘TributyHialveung, 0°35 ae ray. Tributganiveung, 
Z || Thermobarometer | oxirakt, 0,1 cem | Aceton == 10 Binh. | ‘0,1 ccm Aceton’ 
Aceton Progynon = 1 Einh. Progynon 
10 8,9 10,1 (14,8) 8,25 94 (14,6) 
5 8,95 11,4 (21,8) 8,3 10,7 (21,5) 
20 8,85 12,7 (29,4) 8,25 12,0 (29,2) 
25 8,9 14,0 (36,3) 8,3 13,3 (36,0) 
30 9,0 15,45 (43,8) 8,4 14,65 (43,0) 
35 9.0 16,7 (50,5) 8,35 15,85 (49,5) 
40 8,9 17,95 (58,0) 8,3 17,1 (57,0) 
45 8,9 19,3 (65,5) 8,3 18,35 (64,0) 
50 8,85 20,6 (73,0) 8,2 19,6 (71,0) 
55 8,9 21,95 (80,0) 8,2 20,8 (77,5) 
60 8,85 23,35 (87,0) 8,15 22,1 (84,5) 
70 8,75 25,85 (102,5) 8,05 24.4 (98,5) 
80 8,70 28,7 (118,0) 7,95 26,75 (112,0) 


Uber die Art der Hemmung der Fermentwirkung durch die Hormone. 

Nachdem wir eine ausgesprochene Hemmungswirkung des 
Thyroxins auf die Lipasen festgestellt haben, muBten wir eine Erklarung 
fiir den inneren Mechanismus der Hormonwirkung auf die Fermente 
Nach Michaelis liegt der Fermentwirkung folgendes Schema 
zugrunde. Das Substrat, in unserem Falle das Fett, verbindet sich 
mit dem Ferment, der Lipase, zu einer Fermentsubstratverbindung. 
Diese Fermentsubstratverbindung zerfallt in die Spaltsubstanzen 
(Fettséuren und Glycerin) und das Ferment wird wieder frei. Fiigt man 
einen Hemmungsk6rper hinzu, so kann dieser an zwei Punkten angreifen. 
Einmal kann er sich selbst mit dem Ferment verbinden, er besitzt 
eine Affinitat zu dem Ferment, oder er kann die Spaltungsgeschwindig- 
keit der Fermentsubstratverbindung herabsetzen. Welcher Hemmungs- 
mechanismus liegt nun hier vor? Besitzen die Hormone eine Affinitat 
zu den Fermenten oder vermindern sie die Spaltungsgeschwindigkeit 
der Fermentsubstratverbindung? Durch die Einfiihrung des Begriffs 
des Hemmungskoeffizienten haben Michaelis und Rona eine einfache 
Methode angegeben, um diese Frage zu entscheiden. Ist v die Ge- 
schwindigkeit der Lipolyse ohne Hemmungskérper und v, die Ge- 
schwindigkeit der Spaltung mit Hemmungskorper, so ist der Hemmungs- 


suchen. 


v—v 
koeffizient h = ‘. Ist die Menge des Hemmungskérpers konstant 
9 


und variiert man die Substratkonzentration, so ist A fiir alle Substrat- 
konzentrationen unverindert, wenn der Hemmungskorper die Zerfalls- 
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geschwindigkeit der Fermentsubstratverbindung beeinfluBt. Nimmt / 
mit fallender Substratkonzentration zu, so besitzt der Hemmungskérper 
eine Affinitat zu dem Ferment. Auf weitere Einzelheiten kann hier 
nicht eingegangen werden, sie finden sich bei Michaelis und Rona. 

Wir haben in unseren Versuchen wechselnde Mengen von Tributyrin 
mit einer konstanten Menge von Thyroxin == 1/,)5mg der Spaltung 
unterworfen. Da wir mit keiner reinen Lésung von 'Tributyrin arbeiten, 
sondern das Tributyrin nur in Emulsion anwenden kénnen, sind die 
Versuche nur mit diesem Vorbehalt anzustellen. Wir geben die Protokolle 
unserer Versuchsanordnung wieder. 

Versuch 23a. Ansatz: Je 0,8 cem Py, 0,1 com Fettextrakt + 0,1 cem 
einer verdiinnten Natronlaugel6sung, entsprechend der Natronlauge- 
mengen in dem Versuch mit Thyroxin + 0,5cem Tributyrinlésung mit 
wechselnden Mengen von Tributyrin. 





s —- oe . Apparat Nr. 2 Apparat Nr. 1 Apparat Nr. 6 Apparat Nr. 5 
S Thermnharee 0,455 mg Tri- 56,8 mg Tri- 2,26 mg Tri- 11,32 mg Tri 
= : batyrinlésung butyrinlésung butyrinlésung butyrinlisung 
= meter 

5 45 5,5 (7,7) 8,7 (10,8) 10,6 (10,8) 8,85 (10,7) 
10 4,7 6,35 (11,3) 10,7 (20,5) 12,5 (21,0) 10,8 (20,4) 
15 4,7 6,85 (14,0) 12,7 (31,38) 14,1 (30,6) | 12,75 (81,9) 
20 4,7 7,15 (15,7) 14,75 (43,0) 15,5 (89,0) 14,8 (42,5) 
25 4,85 7,5 (16,8) 16,9 (53,3) 16,8 (46,0) 16,9 (53,9) 
30 5,0 7,8 (17,6) 19,15 (64,5) 18,0 (52,0) 19,05 (63,0) 
35 5,0 7,95 (18,4) 21,2 (75,5) 18,85 (57,5) 21,0 (75,0) 
40 5,1 8,15 (19,0) 23,4 (87,0) 19,7 (62,0) | 238,05 (85,5) 
45 5,25 8,35 (19,3) 25,55 (98,0) | 20,45 (65,5) 25,05 (96,0) 


Versuch 23b. Ansatz wie Versuch 23a, jedoch mit Zusatz von */,)mg 
Thyroxin. 





Minuten, Apparat Nr. 3 Apparat Nr. 2 Apparat Nr. 1 Apparat Nr. 6 Apparat N1 


5 7,6 7,8 (5,25) 95 (8,9) 9,35 (7,2) 7,95 (8,0) 
10 7.6 8.5 (9,1) 11,2 (18,1) | 10,8 (15,9) 9,55 (16,8) 
15 & 8,95 (11,0) 12,9 (26,8) 12,2 (23,7) 11,1 (24,8) 
20 sb 92 (12.4) 14.45 (35.0) 13,6 (82,0) 12,6 (33,0) 
25 7.¥ 9,4 (13,5) 16.2 (44.5) 15.0 (40.5) 14.4 (43.0) 
30 8,7 10,55 (14,3) 19,0 (54,0) 16,95 (46,0) 17,05 (52,0) 
35 8,85 19,7 (14,3) 20.65 (62,5) 17,7 (50,0) 18,6 (60,9) 
40 8,05 99 (14,3) 21.55 (71.5) 17.5 (53.5) 19,5 (69,0) 
45 (fe 96 (14,6) 22.85 (80.5) 17,6 (56,0) 20,8 (78,0) 


Aus diesen Werten ergibt sich fiir 2 aus v und v, nach 45 Minuten 


berechnet : 





v 
Konzentration des Tributyrins h "1 
u 
1, m= 56,8 mg 0.09 
1 29 Mm 11,32 mg 0,10 
1500 mn = 2,26 mg 0,13 


li-oom — 0,455 mg 0,35 
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Der Hemmungskoeffizient ist also nicht konstant, sondern nimmt 
mit fallender Substratkonzentration zu. Daraus folgt, daB der 
Hemmungskérper, in unserem Falle das Thyroxin, eine Affinitét zu 
der Lipase besitzt. Die Hemmungswirkung ist also so zu erklaren, 
daB8 das Thyroxin einen Teil des Ferments mit Beschlag belegt. 


Untersuchungen tiber den Einflu8 des Thyroxins auf die fermentative 
Fettsynthese. 

Da die Lipasen im Organismus nicht nur die Aufgabe haben, 
Fette zu spalten, sondern ebenfalls die Fette aus ihren Spaltprodukten 
zu synthetisieren, war es von Wichtigkeit, die Wirkung des Thyroxins 
auf die fermentative Fettsynthese zu untersuchen. Leider steht uns bis 
heute kein ahnlich genaues Verfahren zur Bestimmung der Fettsynthese 
zur Verfiigung, wie wir es fiir die Fettspaltung besitzen. Wir sind daher 
auf ziemlich unphysiologische Modellversuche angewiesen. Diese 
Tatsache muB beriicksichtigt werden, wenn wir in unseren Synthese- 
versuchen keine Wirkung des Thyroxins auf die Geschwindigkeit der 
Fettsynthese beobachten konnten. Selbst in den gré8ten Thyroxin- 
konzentrationen, die wir angewandt haben, 100 mg, konnten wir keine 
Beeinflussung feststellen. Es kommt hinzu, daB das Thyroxin in diesen 
Versuchen nicht in Lésung geht, so daB sehr wohl diese physikalisch- 
chemischen Umstande fiir das negative Resultat verantwortlich sein 
kénnen. Diese Versuche wurden mit Olsdéure und Glycerin, mit hoch- 
wirksamem Pankreas- und Lebertrockenpulver, die nach Wéllstdtter 
dargestellt wurden, angestellt. Uber die technischen Einzelheiten 
siehe bei Rona und Miihlbock. Wir geben von mehreren Versuchen nur 
zwei Protokolle. 

_ Syntheseversuch 1. Ansatz: 25ceem Glycerin, 3g Oleinséure, 0,25 g 
Pankreastrockenpulver. Ein zweiter Ansatz mit genau den gleichen Mengen 
+ 2mg Thyroxin. Um die Geschwindigkeit der Synthese zu kontrollieren, 
werden in gleichen Zeiten je 3 ccm der Glycerinlésung gegen n/10 NaOH 
titriert. Die Abnahme der verbrauchten Natronlaugemenge gibt ein MaB 
fiir das Fortschreiten der Synthese. 





Zeit ohne Thyroxin mit 2mg Thyroxin 
0 Std. 15,9 15,5 
2 Std. 11,3 11,1 
4 Std. 12,0 11,7 
6 Std. 10,3 10,0 


Syntheseversuch 2. Ansatz wie in Versuch 1, nur Zusatz von 100 mg 
Thyroxin. Die Lésungen werden wie in Versuch 1 waéhrend der Versuchs- 
dauer in der Schiittelmaschine geschiittelt. 
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Zeit ohne Thyroxin mit 100 mg Thyroxin 
0 Std. 15,0 15,5 
2 Std. 11,7 11,5 
4 Std. 7,9 8,2 
6 Std. 6,3 6,4 
26 Std. 4,9 4.8 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, dab die fermentative Synthese 
durch Thyroxin nicht beeinfluBt wird. 


Zusammenfassung. 


Es werden die Wirkungen der verschiedensten Hormone auf die 
fettspaltenden Fermente untersucht. 

Bei der Bestimmung mit der Tropfmethode von Rona- Michaelis 
ergab sich, daB von saémtlichen untersuchten Hormonen nur das 
Thyroxin eine deutliche Wirkung im Sinne einer Hemmung auf die 
Fettgewebslipase ausiibt. 

Kine geringe Hemmung der Lipolyse ist bei Zusatz von Préphyson 
nachweisbar. Die verschiedenen brunstauslésenden Ovarialhormone 
iiben bei dieser Versuchsanordnung keinerlei Wirkung auf die Fett- 
gewebslipase aus. 

Die Lipasen der Placenta, des Pankreas und der Leber werden in 
gleicher Weise beeinfluBt wie die Fettgewebslipasd. Auch bei diesen 
Organlipasen zeigt nur das Thyroxin eine starke Wirkung im Sinne 
der Hemmung, das Praphyson eine schwachere. Samtliche anderen 
Hormone beeinflussen unter den im Tropfversuch gegebenen Bedingungen 
die Lipolyse nicht. 

Die Serumlipase wird durch die verschiedensten Hormone in 
leichtem Grade gehemmt, nur Kallikrein zeigt eine auBerordentlich 
starke Hemmungswirkung. 

Bei den Untersuchungen der lipatischen Wirkung nach der Methode 
von Warburg, Rona, Lasnitzki ergab sich, daB die Grenzdosis der 
Wirkung des Thyroxins bei einer Verdiinnung von | : 10° liegt. Insulin 
und Progynon zeigten bei diesem Verfahren eine Wirkung auf die Fett- 
gewebslipase in einer Verdiinnung von 1: 10°. 

Die Beeinflussung der Lipase ist stets eine Hemmung. Eine In- 
version der Wirkung bei Anderungen der Konzentrationen tritt nicht ein. 

Durch die Bestimmung des Hemmungskoeffizienten nach Michaelis- 
Rona wird gezeigt, daB die Hemmung der Fermentwirkung fiir das 
Thyroxin in einer Affinitat des Hormons zum Ferment zu suchen ist. 

Die fermentative Fettsynthese laBt sich nicht durch Thyroxin 
beeinflussen. 


D5* 
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Nachtrag bei der Korrektur. Wahrend der Drucklegung der Arbeit 
hatten wir Gelegenheit, reines kristallisiertes Brunsthormon 7'hee/in, 
das uns in wasseriger Lésung von Parke, Davis & Co. liebenswiirdiger- 
weise zur Verfiigung gestellt wurde, zu priifen. 1lecem Theelinlésung 
== 50 Ratteneinheiten ergab im ‘Tropfversuch keine Beeinflussung der 
Lipolyse. Bei der Bestimmung der Grenzkonzentration einer die 
Lipolyse hemmenden Wirkung des Theelins in der Warburgschen Appa- 
ratur fanden wir sehr erhebliche Abweichungen von dem mit der handels- 
iiblichen Progynonlésung erhobenen Befund. ‘Theelin zeigte eine 
Hemmung der Lipasen erst bei einer Konzentration von 125 Mause- 
einheiten, wihrend von der Progynonlésung bereits eine Menge, die einer 
Mauseeinheit entspricht, eine hemmende Wirkung ausiibt. Daraus mub 
der SchluB gezogen werden, daB die Hemmung der Lipolyse bei Ver- 
wendung der im Handel befindlichen Brunsthormone nicht eine Ligen- 
schaft des brunstauslisenden Hormons, vielmehr auf Begleitstoffe zuriick- 
zuftihren ist. Die Trockensubstanzbestimmung ergab bei der verwandten 
reinen Theelinlésung unwaigbare Mengen. 

Weiterhin wurde von uns kristallisiertes Thyroxin von Squibb 
und Sons gepriift. Sowohl die Wirkung im Tropfversuch als die Be- 
stimmung der wirksamen Grenzkonzentrationen ergab véllige Uberein- 
stimmung mit den bisher verwandten Thyroxinpraparaten. 
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Beitrige zur Jodkolorimetrie 
der Starke nach der Methode von Paloheimo. 


Von 
Lauri Paloheimo und Irja Paloheimo. 


(Aus dem Institut fiir Haustierlehre der Universitat Helsinki.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1931.) 


In Bd. 222 dieser Zeitschrift hat Lauri Paloheimo ein jodkolori- 
metrisches Stirkebestimmungsverfahren veréffentlicht, das sich in 
einigen wesentlichen Punkten von allen bisherigen Versuchen auf diesem 
Gebiet unterscheidet. Seitdem ist die neue Methode in unserem Labora- 
torium in fast taglichem Gebrauch gewesen, wobei sie auch stellenweise 
verbessert und vereinfacht worden ist. Im folgenden werden wir erst 
die jetzige Ausfiihrungsweise der Methode kurz mitteilen und nachher 
die einzelnen nach der ersten Veréffentlichung dér Methode  vor- 
genommenen Verainderungen naher begriinden. 


1. Neues Analysenschema des jodkolorimetrischen Stirkebestimmungs- 
verfahrens. 


Die zur Farbung der staérkehaltigen Lésungen angewandte Jodlésung 
wird so angefertigt, daB man eine 5°,ige Kaliumjodidlésung mit Jod 
sattigt und aus dieser konzentrierten Lésung eine vierfach verdiinnte 
Gebrauchslésung bereitet. 

Die Standardlésung wird folgenderweise angefertigt : 500 mg lufttrockene 
Starke (deren Wassergehalt festgestellt ist) wird in einem Becherglas mit 
ein wenig kaltem Wasser aufgeschlammt, wonach man kochendes, destil 
liertes Wasser aufgieBt, bis das Volumen 380 ccm betragt. Die Losung 
wird bis zum Kochen erwarmt, wonach man 20 cem n Schwefelséure zusetzt 
und 30 Minuten kocht. Wahrend des Kochens wird kochendes Wasser drei- 
oder viermal zugesetzt, so daB das Volumen die ganze Zeit 400 cem betragt. 
Das StoBen wird am zweckmaBigsten durch Glasperlen vermieden. Nach 
dem Kochen soll die Lésung 5 Minuten hei stehen, wonach sie in flieBendem 
Wasser rasch abgekiihlt wird. Die abgekiihlte Lésung wird dann in eimen 
500-cem-MeBkolben gegossen und der Kolben mit Wasser bis zur Marke 
gefiillt. Nach dem Schiitteln werden von dieser Grundlésung 25 ccm in einen 
zweiten 500-cem-MeBkolben pipettiert, der Kolben mit Wasser beinahe 
gefillt, 5cem Jodlésung hinzugefiigt und der Kolben bis zu 500 cem mit 
Wasser gefiillt. 











392 L. Paloheimo u. I. Paloheimo: 


Die zu untersuchende Lésung wird auf folgende Weise hergestellt: 
1 g feingemahlenes lufttrockenes Material oder 5 bis 10 g zerriebenes wasser- 
reiches Material wird in einem Becherglas mit ein wenig kaltem 
Wasser aufgeschlimmt, wonach man die Behandlung in der oben 
angefiihrten Weise fortsetzt. Die Lésung wird durch einen mit Seidentuch 
und Seesand (Kristallsand aus Glasfabriken) versehenen Biichnerschen 
Trichter hei® filtriert. Nach dem Filtrieren, das 2 bis 4 Minuten in Anspruch 
nimmt, wird das Filtrat in das Becherglas zuriickgegossen, und, nachdem es 
noch ein paar Minuten heiB gestanden hat, so daB die ganze Zeit des HeiB- 
stehens nach dem Kochen 5 Minuten betragt, wird es rasch abgekiihlt. 
Nach dem Abkiihlen wird die Lésung auf obengenannte Weise bis zu 500 ccm 
verdiinnt. Aus dieser Grundlésung wird in einen 500-cem-MeBkolben so viel 
pipettiert, daB die pipettierte Menge sicher mehr Starke enthalt als 25 ccm 
der aus reiner Starke hergestellten Grundlésung. Das Weitere wie 
bei der Zubereitung der Standardlésung. Die zu untersuchende Lésung 
enthdlt somit gleich viel Jod und etwas mehr Stdrke als die Standardlésung 
und mu folglich dunkler sein als die letztgenannte. 

Die Anfertigung der Verdiinnungslésung. In einen 500-cem-MeBkolben 
pipettiert man 5cem Jodlésung und fiillt den Kolben mit destilliertem 
Wasser. Die Verdiinnungslésung enthdlt somit ebensoviel Jod wie die Standard- 
lésung und die zu vergleichende Lésung. 

Fiir das Vergleichen der Lésungen wendet man Glaszylinder (Vergleichs- 
gliser) mit genau bestimmtem Durchmesser (5 bis 5,5c¢m) an. Von der zu 
vergleichenden Lésung gieB}t man in ein Vergleichsglas genau 100 ccm 
und von der Standardlésung in ein anderes Vergleichsglas etwa 150 ccm. 
Das Vergleichen geschieht bei durchfallendem Licht in einer einfachen 
Kolorimeterkamera |}. Die zu vergleichende Lésung wird nun mit der 
Verdiinnungslésung verdiinnt. Bei dieser Verdiinnung bleibt somit die 
Jodkonzentration der zu vergleichenden Lésung unverandert, wahrend 
sich die Staérkekonzentration derjenigen der Standardlésung naéhert. In 
dem MaBe, wie das Verdiinnen fortschreitet, nahert sich die Farbe der zu 
vergleichenden Lésung der Farbe der Standardlésung, bis die  beiden 
Lésungen endlich gleichfarbig werden. Weil die beiden Lésungen jetzt 
dieselbe Jodkonzentration und dieselbe Farbe haben, ist es berechtigt, 
daraus zu schlieBen. daB sie auch dieselbe Starkekonzentration haben, und 
es bleibt nur itibrig, den Starkegehalt des zu untersuchenden Materials 
auf Grund der bei der Verdiinnung angewandten Fliissigkeitsmengen zu 
berechnen. 


Bei dem Vergleichen der Lésungen miissen die beiden starkehaltigen 
Lésungen sowie auch die Verdiinnungslésung dieselbe Temperatur 
haben. 

Bei der Berechnung der Resultate muB man den Wassergehalt 
der gebrauchten Starke in Betracht ziehen. Wenn die Standardlésung 
nicht von derselben Starkeart hergestellt ist, welche das zu untersuchende 


1 Néher beschrieben in dieser Zeitschr. 222, 160, 1930. Bei unseren 
Arbeiten wurde eine Osramnitralampe mit einer Lichtstérke von etwa 
35 Normalkerzen gebraucht. Die Entfernung der Lampe von der Milch- 
glasscheibe war 17 bis 18 cm. 
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Material enthalt, so muB man noch einen Faktor anwenden, der auf 
Grund des Verhaltnisses zwischen der Jodfarbenintensitat der in Frage 
kommenden Starkearten berechnet ist. 


2. Nihere Begriindung der methodischen Einzelheiten. 


In der Zusammenfassung der ersten Mitteilung von unserer Methode ! 
wurde die Zubereitungsweise der Jodlésung fehlerhaft beschrieben. 
Auf 8. 151 in genanntem Artikel findet man die richtige Beschreibung, 
die auch mit derjenigen in dieser Arbeit iibereinstimmt. 

Das Verdiinnen der Grundlésungen im 500-cem-MeBkolben statt 
in MeBzylindern bis 400 ccm ist eine unwesentliche Veranderung, deren 
Zweck ist, die Genauigkeit der Analyse zu vergréBern und zugleich 
die Berechnung der Resultate zu vereinfachen. (Jetzt entspricht jeder 
Kubikzentimeter der Standardlésung 1 mg Starke.) Gleichzeitig mit 
dieser Veranderung war es notwendig, bei der Zubereitung der gefairbten 
Standardlésung 25 statt 20ccm von der Standardgrundlésung zu 
gebrauchen, weil sonst die erstgenannte Lésung zu schwach gefirbt 
wurde. 

Der Ubergang von dem Kochverfahren ,,15 Minuten mit Wasser 

15 Minuten mit Saure*‘ zu dem 30minutigein Kochen nur mit Saure- 
lésung ist eine tiefergehende Veranderung, die aus praktischen Griinden 
vorgenommen wurde: Man braucht nicht mehr bej jedem Kochen 
zweimal bestimmte Zeitpunkte abzupassen. Zwar wurde beim Arbeiten 
nach der alteren Methodenmodifikation festgestellt, daB die Zeitdauer 
des Kochens mit Wasser wenigstens von 15 bis 25 Minuten variieren kann, 
ohne irgendeinen EinfluB auf die Resultate zu haben. Weil das neue 
Verfahren jedenfalls etwas einfacher ist und zu gleichguten Resultaten 
fiihrt wie das friihere, haben wir es in Gebrauch genommen. Die leitende 
Idee in den friiheren Verfahren war, eine méglichst schwache Behandlung 
anzuwenden, die jedoch imstande ware, alle Starke aus den Zellen 
zu vertreiben. In der Tat wird die Starke bei der neuen Methode etwas 
weiter dextriniert, nicht aber so weit, daB die Schwachung der Jod- 
farbenbildung der Lésungen die Kolorimetrie beeintrachtigen kénnte. 

Das neue Kochverfahren hat auBerdem den Vorteil, daf man 
dadurch auch von verschiedenen Starkearten Lésungen bekommt, 
die, mit Jod gefairbt, gleichen Farbton oder wenigstens sehr leicht 
vergleichbare Farbténe zeigen, wahrend die entsprechenden, nur 
15 Minuten mit Saure gekochten Lésungen qualitativ etwas verschiedene 
Jodfarben haben. Die kolorimetrisch gewonnenen Verhaltniszahlen? 


1 Diese Zeitschr. 222, 150, 1930. 
2 Val. diese Zeitschr. 222, 169, 1930. 
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der verschiedenen Starkearten kann man aber durch 30minutiges 
Saurekochen einander nicht naher bringen als durch 1l5minutiges 
Kochen mit Saure. 

Es wurden einige Parallelversuche mit der friiheren und der neuen 
Methodenmodifikation angeordnet. Die Resultate, die in Tabelle I 
zusammengefaBt sind, zeigen, dab man gleich gut mit beiden Methoden 
arbeiten kann. 

Tabelle I. 


Parallelversuche mit den Kochverfahren ,,15 Minuten mit Wasser + 15 Mi- 
nuten mit Saure‘‘ und ..30 Minuten mit Saure*. 





®) Stirke 
15 Min. + 15 Min. 30 Min. 
Untersuchte Substanz ———___—_——_—_—— - 
Nach ein- Nach ein- 
zelnen Kom- Im Mittel zelnen Kom- Im Mittel 
parierungen parierungen 
| 57,25 56,00 
Roggenmehl . . ; 58,75 | 57,80 57,00 57,10 
| 5795 J 58.25 
| 35,25 | 34,75 
Reisfuttermehl . . . 34,00 34,90 34,50 34,60 
| 35,50 34,50 
{ 49.25 | 50.00 | 
Weizenfuttermehl I . . | 49,00 48,87 48.75 49,33 
| 48,37 49.25 
{ 51.60 EF eve 50,50 | ees 
ss 52.00 51,89 52.00 | 51,30 
Weizenkleie. ..... 14,60 14,10 
Grahammehl ..... 66,00 66,00 
| 37,75 37,50 
Haterfuttermehl . . . . 37,25 37,40 38,00 37,62 
| 37.12 37.37 


Das 5minutige HeiBstehen der Starkegrundlésung nach dem 
Kochen und das 2- bis 3minutige Stehen der zu untersuchenden Lésung 
nach dem ein paar Minuten dauernden Filtrieren haben den Zweck, 
den beiden Lésungen eine méglichst gleichartige Behandlung zu geben. 


Bei dem neuen Kochverfahren ist die Starke etwas empfindlicher 
gegen kleine Schwankungen in der Séurekonzentration der Losung, 
als es bei dem alteren Verfahren der Fall war, bei welchem die Starke 
nicht gleich weit dextriniert wurde’. Um diese Frage experimentell 
zu beleuchten, bereiteten wir drei Starkegrundlésungen zu, von denen 
die erste auf die in dem Analysenschema beschriebene Weise hergestellt 


1 Diese Zeitschr. 222, 163, 1930. 
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war, die zweite aber beim Kochen 50 cem weniger und die dritte 50 ccm 
mehr Wasser enthielt als die erstgenannte. Nach dem Abkiihlen wurden 
alle Lésungen bis zu 500ccem verdiinnt, wonach man die farbigen 
Lésungen auf die gewéhnliche Weise mit Verwendung von 25 cem 
Grundlésung herstellte. Beim Vergleichen wurde die auf gewéhnliche 
Weise zubereitete Lésung als Vergleichslésung gebraucht. Die Resultate 
des Vergleichs sind aus der Tabelle I] ersichtlich. Es scheint somit 
wichtig zu sein, beim Kochen der Grundlésungen das Volumen 
méglichst konstant zu halten. Es ist auch empfehlenswert, am Riick- 
fluBkiihler zu kochen. 


Tabelle Il. 


Einwirkung der Séurekonzentration beim 30minutigen Kochen mit 
Saéurelésung. 





Von der Starke 


Volumen H2,SO, wiedergefunde 
der Lésung Normalitit ie ore pieeets 
350 0,057 95 
400 0,050 100 
450 0,044 105 


Bei der Zubereitung der gefirbten Lésungen muB eine gewisse 
Ordnung befolgt werden, die in dem friiheren Analysenschema ohne 
Beachtung gelassen ist. Die von L. Paloheimo? friiher gejuBerte Ansicht, 
daB die endgiiltige Farbe der Lésungen nur auf den Mengenverhilt- 
nissen von Wasser, Starke und Jod beruhe, ist nur fiir kleine Starke- 
und Jodkonzentrationen vollstindig giltig. Wenn man eine kleine 
Menge einer Starkelésung mit starker Jodlésung versetzt und nachher 
mit Wasser verdiinnt, wird die Farbe der verdiinnten Lésung nicht 
dieselbe wie in einer Lésung, die erst in verdiinnter Form mit Jod 
versetzt wurde. 

Um diese fiir jedes jodkolorimetrische Starkebestimmungsverfahren 
wichtige Frage naiher zu studieren, wurden zwei Versuchsreihen mit 
Weizenstarke durchgefiihrt. In der ersten wurden 15 Minuten mit Saure 
gekochte Lésungen benutzt, in der zweiten 30 Minuten gekochte 
Die Standardlésung wurde in beiden Serien so hergestellt, daB man 
25 cem von der Grundlésung entnahm, etwa 450 cem Wasser zusetzte, 
danach Jodlésung hinzugab und die MeBkolben mit Wasser fiillte. 
Von derselben Grundlésung wurde gleichzeitig eine Reihe Lésungen 
hergestellt, die alle 50 cem von der Grundlésung enthielten. Vor dem 
Jodzusatz wurden diese Lésungen mit verschieden groBen Wasser- 
mengen (0, 50, 100 ccm usw.) verdiinnt und nach dem Jodzusatz bis 


1 


l.c. S. 166. 
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Tabelle Ill. 


Uber die Farbenbildung in den vor dem Jodzusatz verschieden stark 
verdiinnten Starkelésungen. 





e 15 Min. mit Wasser + 15 Min. mit Saéure 30 Min. mit Saéure 
Vor dem Sees . eee a | a 
Jodzusatz Beim Beim 
zugesetzte Vergleich Vergleich 
Wassermenge _ verdiinnt Anmerkungen verdiinnt Anmerkungen 
bis zu bis zu 
ecm ecem ecm 
0 188 Sehr schwer vergleichbar 192 
50 190 Schwer vergleichbar 195 7 wesstneien 
( ¢ “ . . aR zosungen haben 
10 ) 194 Beinahe dieselbe Farbe 198 deunathen Pasties 
150 195 ' 200 wie die Standard- 
200 199 Die verdiinnten Lisungen 201 lisung 
250 201 haben denselben Farbton 9 vit 
med < | wie die Standardlisung o' 
309 200 


zu 500 ccm weiterverdiinnt. Wenn die Farbe der Lésungen nur auf den 
endgiiltigen Mengenverhaltnissen zwischen Wasser, Starke und Jod 
beruhte, hatte man zu erwarten, daB diese Lésungen beim Vergleichen 
von 100 bis zu 200 cem verdiinnt werden miBten, um die Farbe der 
Standardlésung zu bekommen. Man beobachtete aber, dab in den- 
jenigen Lésungen, die als unverdiinnt oder als sehr wenig verdiinnt 
mit Jod versetzt wurden, eine Jodbindung mit unvollstindiger Re- 
versibilitat stattgefunden hatte, so daB man die Lésungen durch Ver- 
diinnen nicht mehr gleichfarbig mit der Standardlésung machen konnte. 
Die Resultate sind in der Tabelle III zusammengefiigt. Man ersieht, 
daB die nach dem neuen Kochverfahren hergestellten Lésungen sich 
hier bedeutend vorteilhafter verhalten als die nach dem friiheren Ver- 
fahren hergestellten. 


Bei der Anfertigung der zu vergleichenden Lésungen mu von der 
entsprechenden Grundlésung so viel gnommen werden, da} der Starke- 
gehalt gréBer wird als in der Standardlésung, die immer 25 ccm Starke- 
grundlésung und somit 25 mg lufttrockene Starke enthalt. Wenn die 
zu vergleichende Lésung mehr als 100 mg Starke enthalt, wird das 
Vergleichen etwas unsicher, weil hier wieder eine gewisse Irreversibilitat 
in der Jodbindung hervortritt. Besonders auffallend ist dieses Phianomen 
bei Lésungen, deren Grundlésungen nach alteren Kochverfahren her- 
gestellt sind. Dies geht deutlich aus der Tabelle IV hervor, in welche die 
Resultate zweier Versuchsreihen zusammengefaBt sind. Aus den 
Zahlenreihen der Tabelle kénnen wir aber ersehen, daB die hier be- 
sprochene Erscheinung in der praktischen Ausfiihrung der Starke- 
bestimmungen keine Fehlerquelle bilden kann, weil man beim Arbeiten 
nach unserem Verfahren niemals Lésungen mit héherem Starkegehalt 
als 50 mg in 500cem zum Vergleichen zu verwenden braucht. 
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Tabelle IV. 


Verhalten der verschieden starkereichen Lésungen beim Vergleich. 





. Altes Kochverfahren Neues Kochverfahren 
Beim Herstellen der zu 
vergleichenden Léisung Beim Der Beim D 
gebrauchte Menge der Vergleich . Vergleich “se 
Grundlisung verdiinnt berechnete verdiinnt berechnete 
, & , Wert Wert 
bis zu bis zu 
ecm eem ecm ecm ecm 
30 120.5 120 120 120 
40 158.5 160 158.5 160 
dO 201 200 200 200 
60 239.5 240 
75 295 300 298.5 300 
100 390 400 
150 577 600 598.5 600 
200 775 800 
250 _~ 968 1000 


Die Empfindlichkeit der Jodstirke bei Temperaturveranderungen 
ist ja eine allgemein bekannte Tatsache. Es war aber von Interesse zu 
wissen, wie sich die in unseren Arbeiten in Frage kommenden sehr 
verdiunnten Jodstarkelésungen bei kleinen Temperaturveranderungen 
verhalten. Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von Vergleichsglasern 
je mit 200ccm Standardlésung versehen, wonach man einige etwas 
erwairmte, andere wieder abkiihlte. Danach wurden die Lésungen in 
der Kolérimeterkamera mit einer Stardardlésung von 20° verglichen, 
wobei die starker gefirbte Lésung immer mit der Verdiinnungslésung 
bis zur Farbengleichheit verdiinnt wurde. Aus den in der Tabelle V 
zusammengefaBten Resultaten ersieht man, daB die Temperatur- 
empfindlichkeit der Lésungen ziemlich groB ist und daB die Lésungen 
beim Kolorimetrieren von gleicher Temperatur sein miissen. Es wurde 
auch festgestellt, daB die von Temperaturveranderungen verursachten 
Farbenanderungen vollkommen reversibel sind, so daB eine Lésung, die 
erwarmt und dann wieder bis zur urspriinglichen Temperatur abgekiihlt 
wird, ihre urspriingliche Farbe zuriickbekommt. 


Tabelle V. 


Temperaturempfindlichkeit der Lésungen. 





Von der 
Temperatur Stirke wiedergefunden 
15° 109 
20 100 
22 98,5 
28 87 


Auch die Einwirkung der Alterung der Lésungen wurde untersucht, 
wobei wir feststellen konnten, daB die Grundlésungen bei Zimmer- 


Biochemische Zeitschrift Band 238. 26 
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temperatur wenigstens zwei Tage unverandert bleiben. Die gefiirbten 
Losungen dagegen sind in dieser Hinsicht viel empfindlicher, was haupt- 
sichlich auf der Abdunstung des Jods beruhen muB. Uber 4 Stunden 
gestandene Lésungen sind schon unsicher und iiber Nacht gestandene 
sind deutlich unbrauchbar. 

Wie L. Paloheimo schon in seiner friiheren Mitteilung! aufmerksam 
machte, ist es fiir die Kolorimetrie der Starke von auberordentlicher 
Wichtigkeit, daB die mit Jod gefirbten Lésungen beim Verdiinnen 
mit der Verdiinnungslésung sehr schnell die dem jeweiligen ,,Kraft- 
verhaltnisse** zwischen Wasser, Starke und Jod entsprechende Farbe 
bekommen. Es wurde auch erwahnt, daB diese Farbenverinderungen 
wenigstens fiir kolorimetrische Zwecke hinreichend schnell von statten 
gehen. Dies kann man durch folgendes sehr einfaches Experiment 
beweisen: In ein Vergleichsglas werden etwa 200 ccm einer Standard- 
lésung gegossen und in ein anderes 100 ccm einer aus derselben Grund- 
lésung hergestellten Jodstairkelésung, die gleichviel Jod, aber doppelt 
so viel Starke enthalt als die Standardlésung. Die beiden Glaser werden 
in die Kolorimeterkamera gestellt, wonach man die konzentriertere 
Lésung auf einmal mit 100cem der Verdiinnungslésung verdiinnt. 
Die so verdiinnte Lésung enthalt jetzt Wasser, Jod und Starke in den- 
selben Verhaltnissen wie die Standardlésung. In der Tat kann man 
beobachten, daB sie auch die Farbe der Standardlésung fast augen- 
blicklich erreicht. Die Geschwindigkeit der Reaktion scheint mit der- 
jenigen bei den meisten Titrationen vergleichbar zu sein. 

Um die Farbenunterschiede der Jodstaérkelésungen von verschiedenen 
Starkearten zu studieren, wurden reine Praparate von folgenden Starke- 
arten hergestellt: Kartoffel-, Weizen-, Roggen-, Gersten-, Hafer- und Reis- 
starke. Von Kartoffelstarke und Weizenstérke wurden groBe und kleine 
Starkekérner in getrennten Fraktionen gewonnen, die auch  getrennt 
kolorimetrisch untersucht wurden. Bei der Herstellung dieser Praéparate 
wurden keine Chemikalien gebraucht. Bei der kolorimetrischen Unter- 
suchung wurden alle Starkearten mit groBkérniger Weizenstirke so ver- 
glichen, daB man die Weizenstarkelésung erst als Standardlésung und nach- 
her, bei einer Parallelbestimmung, als zu untersuchende Lésung benutzte. 
Die in der Tabelle VI befindlichen Zahlen sind aus den Mittelwerten 
dieser Bestimmungen berechnet. In der Tabelle sind auch Korngr68e und 
Wassergehalt angegeben, weil diese Eigenschaften fiir verschiedene Starke- 
arten charakteristisch sind. 

Bei den von uns untersuchten Starkearten sind Weizen-, Roggen-, 
Hafer- und Gerstenstarke kolorimetrisch ziemlich gleichwertig, wahrend 
Reisstirke etwas schwacher gefirbte und Kartoffelstirke bedeutend 
dunklere Jodstairkelésungen geben. Die Beobachtung, daB die grob- 
und kleinkérnigen Fraktionen derselben Starkeart verschiedene kolori- 


1 1. c. S. 166. 
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Tabelle VI. 


Kolorimetrische Aquivalenzzahlen einiger Staérkearten 





100 g trockener 1} g trockener 
grobkorniget grobkorniger 
Weizenstark« Kartoffelstark« 


" kolorimetrisch fiquivalente Meng 
Stirkeart Korn- Wasser- von anderen Starkearten 
grote gehalt 


Beim Kochverfahren Beim Kochverfahret 


15’ +15 20’ 15 15 x0 

0,001 mm ¢ re - a . 
Weizen (grobkérnig) 10—25 10,3 126,1 120.0 
(kleinkornig ) 3—7 10,3 106,4 107,90 134,2 128,3 

Kartotfel (grobkérnig) 17--50 17,2 79,3 $3.3 

(kleinkérnig) 10—20 15,1 80.4 84,8 101,4 101.8 
Roggen 3—35 12,2 103.5 103.7 130.5 124.5 
Hater . ; — 3—7 11,5 103.1 103,7 130.0 124.5 
Gerste ; 14—20 13,3 100.5 99.6 126,7 119.5 
Reis ‘ates ; 3—7 10,1 ° 112.2 —* 134.6 


* Wegen des verschiedenen Farbtons nicht vergleichbar 


metrische Wertigkeit haben, ist von einer sehr wichtigen praktischen 
Bedeutung. Zwischen verschiedenen Fraktionen von Kartoffelstarke 
ist der genannte Unterschied so klein, daB es beinahe gleichgiiltig ist, 
ob man mit der Aquivalenzzahl der groB- oder kleinkérnigen Starke 
berechnet. Nach den Forschungen von @. Bredemann und O. Nerling! 
enthalten neun von ihnen untersuchte Kartoffelarten 6 bis 9°, kleine 
Starkekérner mit dem Durchmesser < 204, von der Gesamtmenge 
der Starke der Kartoffeln. Der mittlere Durchmesser der Starkekérner 
von verschiedenen Kartoffelarten schwankte zwischen 20,3 und 23,7 yu. 
Die von uns gebrauchte grobkérnige Kartoffelstirke entspricht somit 
sehr gut einem Standardtypus der Kartoffelstarke. Schwieriger ist 
der Fall mit Weizenstarke, weil der kolorimetrische Unterschied zwischen 
groBen und kleinen Starkekérnern hier bedeutend gréBer ist und weil 
wir noch nicht wissen, in welchem Verhaltnis die verschieden groBen 
Starkekérner in Weizenkérnern vorkommen. Bei dem Praparieren 
von Weizenstarke sind wir zu der Auffassung gelangt, daB ungefahr 
ein Viertel der gesamten Starke der Weizenkérner aus kleinen Starke- 
kérnern (3 bis 7) besteht, waihrend ungefaihr die Halfte aus groBen 
Kérnern (10 bis 25 44) besteht. Hiernach sollte der Standardtypus von 
Weizenstarke der groBkérnigen Starke kolorimetrisch naher stehen 
als der kleinkérnigen. Eine von uns untersuchte Weizenstarke-probe 
einer sehr reinen Handelsware schien ungefihr von diesem Typus zu 
sein: Ihre kolorimetrische Aquivalenzzahl war 102.5. Dieser Unsicherheit 


+ Zeitschr. f.Spiritusindustrie 53, 42, 1930. 
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wegen sind die Fehlergrenzen bei Starkebestimmungen von Weizen- 
produkten vorlaufig etwas zu weit. Unsere Praiparate von Roggen-, 
Hafer-, Gersten- und Reisstirke entsprechen wahrscheinlich ziemlich 
gut der Gesamtstarke der betreffenden Getreidearten. 


3. Einige Vorschlige zur weiteren Verbesserung der Methode. 


Oben haben wir schon erwahnt, daB man bei Zubereitung der 
Grundlésungen RiickfluBkiihler verwenden muB, wenn méglichst 
genaue Resultate gefordert werden. 

Die zylinderférmigen Vergleichsgliser, die wir gebraucht haben, 
sind fiir kolorimetrische Zwecke wenig geeignet. Das Vergleichen 
wird bedeutend leichter, wenn rechteckige Glaser verwendet werden. 

Wenn der Starkegehalt von einem stairkearmen Material zu _ be- 
stimmen ist, muB man bei der Zubereitung der zu _ vergleichenden 
Lésung sehr viel von der Grundlésung gebrauchen, woraus folgt, daB 
die zu vergleichende Lésung verhaltnismaéBig viel starkefremde Farbe 
und Triibung enthalten wird. Beim Vergleichen kann deswegen der 
Stairkegehalt des betreffenden Materials zu hoch geschatzt werden. 
Diese Fehlerquelle ist aber leicht zu eliminieren, indem man beim Ver- 
gleichen zwei Paar Vergleichsgliser benutzt, so da man hinter die 
Standardlésung eine ,,jodfreie zu vergleichende Lésung und _ hinter 
die zu vergleichenden Lésung eine ,,jodfreie Standardlésung* stellt. 
Diese Anordnung geht am besten aus der Tabelle VII hervor. Beim 
Verdiinnen mu die Lésung 3 mit Wasser in demselbem MaBe verdiinnt 
werden, wie die Lésung 2 mit der Verdiinnungslésung verdiinnt wird. 


Tabelle VII. 


Anordnung der Lésungen im Kolorimeter. 





3. Zu vergleichende 4. Standardlésung 
Lésung ohne Jod ohne Jod 


2. Zu vergleichende 


1. Standardlisung Leung 


Die von uns gebrauchte Kolorimeterkamera ist auch in der Hinsicht 
sehr primitiv, daB die Beobachtungen direkt durch eine Schauéffnung 
gemacht werden. Durch Verwendung von Fresnel-Prisma oder Hiifner- 
Rhombus nebst einer Lupe kann man die Genauigkeit der Beob- 
achtungen bedeutend verbessern. Durch Verwendung von geeignet 
gefarbten Glasscheiben kann man vielleicht auch ohne Standard- 
vergleichslésungen arbeiten. Dann mu8 aber die zu vergleichende 
Lésung sowie auch die Verdiinnungslésung eine genau bestimmte 
Temperatur haben. 











Uber die Anwendung des Pulfrich-Photometers 
bei jodkolorimetrischen Stirkebestimmungen. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


Lauri Paloheimo und live Antila. 
(Aus dem Institut fiir Haustierlehre der Universitét Helsinki.) 
(Eingegangen am 11. Juni 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Adsorptionsprodukt der Starke mit Jod, das schlechtweg 
Jodstirke genannt wird, ist eine auBerst unstabile Bildung, deren 
Beschaffenheit in wiisseriger Lésung je nach den relativen Mengen 
von Wasser, Starke und Jod variiert. Ebenso verhalten sich die schwach 
dextrinierten Stairkelésungen, die L. Paloheimo bei seinen Forschungen 
iiber die Verwendbarkeit des jodkolorimetrischen Prinzips bei Starke- 
bestimmungen! untersucht hat. Bei der Verdiinnung dieser Losungen 
ist die Abnahme der Extinktion nicht direkt proportional zu dem Ver- 
diinnungsgrad. Weil somit das Lambert-Beersche Gesetz fir diese 
Lésungen ungiiltig ist, kann ein Eintauchkolorimeter bei jodkolori- 
metrischen Stairkebestimmungen nicht benutzt werden. Auch eine 
einfache Verdiinnungsmethode, so wie sie z. B. bei kolorimetrischen 
Hamoglobinbestimmungen angewandt wird, ist hier nicht brauchbar. 
Nur die von L. Paloheimo entwickelte jodkolorimetrische Methode, 
in welcher die zu vergleichende Lésung mit verdiinnter Jodlésung 
bis zur Farbengleichheit mit einer Standardlésung verdiinnt wird, 
hat sich als theoretisch richtig und praktisch anwendbar erwiesen. 

Obgleich die Verdiinnungsmethode von Paloheimo sehr einfach 
und zuverlassig ist, fanden wir es interessant und auch niitzlich, die 
Anwendbarkeit des Pulfrich-Photometers fiir jodkolorimetrische Starke- 
bestimmungen zu probieren. Weil Heilmeyer und Krebs® in dieser Zeit- 


1 Diese Zeitschr. 222, 150, 1930. Neue Beitrage in diesem Bande. 
2 Diese Zeitschr. 223, 365, 1930; s. auch Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmethod. 
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schrift die bei Verwendung des genannten Apparats in Frage kommenden 
Prinzipien beschrieben haben, finden wir es iiberfliissig, sie hier zu 
wiederholen. 

Die Grundlésungen wurden auf dieselbe Weise wie in der in diesem 
Bande beschriebenen Verdiinnungsmethode von Paloheimo angefertigt, 
jedoch mit der Ausnahme, da man sie nicht 30 Minuten mit Saéure, sondern 
erst 15 Minuten mit Wasser und nachher 15 Minuten mit Saéure kochte. 
Es schien gleichgiiltig zu sein, ob das Kochen mit Wasser 15, 20 oder 
25 Minuten dauerte; das Kochen mit Saéure muB aber genau 15 Minuten 
dauern. Am besten kocht man die Lésungen am RiickfluBkiihler. 

Die beim Farben der Lésungen gebrauchte Jodlésung wurde durch 
fiinffaches Verdiinnen einer mit Jod gesattigten 5°,igen KJ-Lésung an- 
gefertigt. Beim Farben wurden immer 5 ccm dieser Jodlésung pro 500 ccm 
Wasser + Stérkegrundlésung verwandt. 

Um die Lichtabsorptionseigenschaften der Starkel6sungen zu studieren, 
bereiteten wir in 500-ccm-MeBkolben verdiinnte Staérkelésungen mit Grund- 
lésungsgehalt von 5, 10, 15, 20, 25, 30 und 35 cem. Mit Jod gefarbt, konnten 
alle diese Lésungen in 3-cm-AbsorptionsgeféBen photometrisch untersucht 
werden. In einigen Fallen wurden auch konzentriertere Lésungen an- 
gefertigt, die in kiirzeren Kiivetten untersucht wurden. Es sei hier noch 
bemerkt, daB jeder Kubikzentimeter der Starkegrundlésung | mg luft- 
trockener Starke enthaélt. In der Kompensationskiivette hatten wir immer 
eine Lésung, die sich von der zu untersuchenden Lésung nur durch das 
Fehlen von Jod unterschied. Die Temperatur der Lésungen war bei allen 
Beobachtungen genau 20°. 

Erst wurden die den verschiedenen Farbenfiltern entsprechenden 
Extinktionskoeffizienten von einer Kartoffelstarkelésung bestimmt. 
Die Resultate sind aus der Tabelle I ersichtlich. In der Tabelle sind auch 
die Logarithmen der Extinktionskoeffizienten angegeben, nach welchen 
die sogenannten typischen Farbkurven gezeichnet werden kénnen. Man 
sieht direkt aus der Tabelle und noch besser, wenn man die Resultate 
graphisch darstellt, daB die Lésungen nicht dem Beerschen Gesetz 
folgen, und zwar ist die Abweichung von dem genannten Gesetz bei 
kleinen Wellenlangen gr6éBer als bei gréBeren Wellenlangen. Man sieht 
aber, daB, obgleich die Extinktionskoeffizienten der Konzentration 
nicht proportional sind, hier doch eine gewisse RegelmaBigkeit wahr- 
nehmbar ist: Die Differenzen der Extinktionskoeffizienten sind nam- 
lich den Konzentrationsdifferenzen proportional. Wenn man somit 
in einem Diagramm die Extinktionskoeffizienten in Abhangigkeit 
von der Konzentration eintragt, bemerkt man, daB die Linien aller 
untersuchten Wellenlingen gerade sind, nicht aber durch den Null- 
punkt gehen, sondern um so héher laufen, je kleiner der betreffende 
Wellenlangenbereich ist. Diese Linien sind somit graphische Dar- 
stellungen der Funktion c = aE —b, wo c die Konzentration angibt 
und £ der Extinktionskoeffizient ist; der Koeffizient von £ ist ein 


Winkelkoeffizient. 
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Tabelle I. 


Extinktionskoeffizienten der verdiinnten Kartoffelstarkelésungen und ihre 
Logarithmen bei verschiedenen Wellenlangen. 





——. heat Ai = 0 - ilterseh we rpunkt* wu 

Stirke 430 470 500 130 

In 300 ccm -_ ‘ 2 
mg E log E E log E E log E I log F 
5 0,3750 — 0,426 0.2954 —0,530 0.2225 — 0,654 0,1558 0,807 
10 0.4252 —0.371 0.3486 0.457 0.3010 0.521 0.2523 0.599 
15 0.4660 0.331 0.4199 0.377 0.3656 0.437 | 0.8333 0,478 
20 0.5076 0,294 0,4853 0,314 0.4489 — 0,348 0.4252 0,372 

570 610 720 THO 

5 0.1235 0.907 0.0960 1.017 0.0369 1.483 0.0279 1.554 
10 0,2225 — 0,652 0,1843 0,735 0,0716 — 1,145) 0,0552 1,258 
15 0.3131 | — 0,504 0.2718 —0,567 0.1003 — 1,000 0.0789 1,103 
20 0.4073 | — 0.390 0.3438 — 0.436 0.1345 — 0.873 0.1018 0.996 
25 0,4337 — 0,364 0.1650 — 0.783 0.1246 — 0,903 


Fiir verschiedene Farbenfilter (Wellenlingenbereiche) haben wir 
nun folgende Formeln abgeleitet, nach welchen man die Konzentration 
(Milligramm in 500ccm) berechnen kann, wenn der Extinktions- 
koeffizient bekannt ist: 


1. ¢ 112 Ey, 37,1 5. ¢ 53 Es, 1,5 
- 81 E,, 18,8 6. ¢ 59 E,, 0,6 
3. ¢ 69 Es, 10,2 7. ¢ 152 E,, 0,3 
4. ¢ 58 Es, 4,4 8. ¢ 200 Ej, — 0,6 


Es ist bemerkenswert, daB diese Formeln nur innerhalb bestimmter 
Konzentrationsgrenzen giltig sind. Bei gréBeren Konzentrationen, 
wie auch bei sehr verdiinnten Lésungen, sind deutliche Abweichungen 
wahrnehmbar. Nach unserer Erfahrung ist es am besten, bei photo- 
metrischen Messungen 0,002- bis 0,006 °,ige Starkelésungen (10 bis 
30 mg in 500 ccm) zu verwenden. 

Aus der Tabelle I ersieht man, daB die kurzwelligen Lichtarten 
in gréBtem Umfang absorbiert werden und daB die Extinktion beim 
Ubergang zu lingeren Wellen allmahlich abnimmt und beim Wellen- 
langenbereich von 750 uu am kleinsten ist. Nach den mafgebenden 
Prinzipien bei kolometrischen Arbeiten sollte man nun das Filter 
$43 oder 8 47 fiir photometrische Starkebestimmungen auswahlen. 
Weil aber bei den Messungen mit den Filtern S 43 bis 8 61 eine geniigende 
Farbengleichheit unerreichbar war, fanden wir es besser, die roten 
Filter 8 72 und 8 75 zu benutzen. 


Mit dem Filter S 75 haben wir eine Serie verschiedener Starkearten 
photometrisch untersucht. Die Resultate sind aus der Tabelle I] 
und aus der Abb. 1 ersichtlich. Die Extinktionskoeffizienten sind fiir 
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Tabelle II. 


Die Abhaéngigkeit der Extinktionskoeffizienten einiger Staérkearten von der 

















Konzentration der Lésungen bei der Verwendung von Lichtfilter S 75. 
Stirke ue a 
in os ecm Kartoffel Roggen usamenie Gerste Hafer | kleinkornig Reis 
5 =6| +0,0366 0.0280 0.0272 0.0256 0.0247 - 0.0188 
10 0,0614 0,0542 0,0530 0,0483 0.0466 0,0376 0,0359 
15 0,0890 0,0800 0,0771 0,0714  0,0680 0,0543 0,0533 
20 0,1174 0,1061 0,1025 0,0939 0.0897 0,0720 0,0699 
25 0,1455 0,1324 0,1289 0.1164 0.1114 0,0892  0,0863 
30 0,1738 0.1582 0,1520 0.1413 0,1344 — 0,1038 
35 0,2048 0,1807 0,1765 0,1664 0,1507 —_ 0,1209 
ana | a ae harefe’ | 
19} 
: Fogger} 
va Weizen grhirn 
| Gerste 
2 Hater 
150 | 
| 
3 
g 2 Ress 
nS 
a? 
"| 
aa 
0 5 v 5 20 2 30 Fz 40 
mg Starke pro $00 ccm 
Abb. 1. Die Abhingigkeit der Extinktionskoeffizienten einiger Stirkearten von der Konzen- 


tration der Lisungen bei der Verwendung vom Lichtfilter S 75. 


trockene Starke berechnet. Mit Hilfe der Zahlen der Tabelle haben 
wir dann fiir verschiedene Stairkearten folgende Formeln berechnet: 


l. Fir Kartoffelstarke c 185 E,, = 
2. Roggenstarke . i c 196 E,, — 0,6 
3. groBkérnige Weizenstarke c = 204 E,, — 0,6 
4. ,, Gerstenstarke . c = 219 E,, — 0,6 
5. Haferstarke . ~ « « © « Ce 336 Z,, — 0,9 
6. kleinkérnige Weizenstarke c = 294 E,, 1,0 
7. ., Reisstarke c = 303 E,, — 0,9 
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In der Gleichung c = aE — 6 charakterisiert der Quotient b/a die 
Abweichung von dem Beerschen Gesetz. Wir sehen, daB diese Ab- 
weichung in unseren Formeln nur bei Kartoffelstarke bedeutend ist. 
Bei Reisprodukten kann man die Resultate ohne nennenswerte Fehler 
auch nach dem Beerschen Gesetz berechnen. Es sei hier noch angedeutet, 
daB auch diese Formeln nur zwischen gewissen Konzentrationsgrenzen 
giltig sind. Als eine praktische Regel sei hier folgendes gesagt: Wenn 
in der Untersuchung einer starkehaltigen Lésung bei Verwendung 
einer 3-cm-Kiivette und des Lichtfilters 8 75 die von der MeBtrommel 
abgelesene Prozentzahl kleiner wird als 35 (Extinktionskoeffizient 0,15), 
muB man eine neue gefairbte Lésung mit etwas kleinerem Grundlésungs- 
gehalt anfertigen. Wenn dagegen die abgelesene Prozentzahl héher 
als 75 (Extinktionskoeffizient 0,04) ist, muB man eine etwas konzen- 
triertere gefarbte Lésung herstellen. Gewéhnlich und insbesondere 
bei Serienarbeiten ist der ungefihre Stairkegehalt der zu _unter- 
suchenden Substanzen bekannt, so daB man vorher weib, wieviel 
von der Grundlésung zur Zubereitung der verdiinnten Lésungen zu 
verwenden ist. 


Kin Umstand, der die photometrischen Starkebestimmungen sehr 
beeintrachtigen kann, ist das verschiedene Verhalten der groB- und 
kleinkérnigen Praiparate von derselben Stirkeart. Wie man aus Abb. 1 
und aus den Berechnungsformeln ersieht, ist der Unterschied zwischen 
groBen und kleiner: Weizenstarkekérnern! so groB, daB eine Lésung 
von groBkérniger Starke, die 10 mg Starke in 500 ccm enthalt, dieselbe 
Extinktion zeigt wie eine Lésung von kleinkérniger Starke, die 14 mg 
in 500cem enthalt. Weil Hafer- und Reisstarkekérner nur kleine 
GréBenvariationen aufweisen, ist es wahrscheinlich, daB die von uns 
fiir diese Starkearten berechneten Formeln zur Untersuchung aller 
Hafer- und Reisprodukte giiltig sind. Von Roggen- und Gerstenstarke, 
die groBe Variationen in der KorngréBe aufweisen, kann dasselbe nicht 
vorausgesetzt werden. Die von uns untersuchten groB- und klein- 
kérnigen Kartoffelstarke-praparate zeigten sich vollstandig gleichwertig, 
woraus man schlieBen kann, daB das photometrische Starkebestimmungs- 
verfahren fiir Kartoffeln und Kartoffelprodukte vollkommen anwend- 
bar ist. 


Paloheimo® hat schon friiher auf die Korrelation zwischen der 
GréBe der Starkekérner, der Triibung der Grundlésungen und der 


1 Die von uns benutzten Préparate sind dieselben, die bei den in 
diesem Bande mitgeteilten Untersuchungen von L. u. J. Paloheimo ge- 
braucht wurden. 


2 Diese Zeitschr. 222, 169, 1930. 
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Lichtabsorption der gefarbten Lésungen aufmerksam gemacht. Mit 
dem Pulfrich-Photometer haben wir jetzt die Lichtabsorption der 
Grundlésungen (ohne Jod) bestimmt, wobei wir zu der in der Tabelle III 
wiedergegebenen Reihe gelangt sind. (Bei diesen Bestimmungen hatten 
wir in der Kompensationskiivette destilliertes Wasser.) Man sieht 
aus der Tabelle, daB nur die Haferstarke eine Ausnahme von der Regel 
macht. 

Was die ,,photometrische Ordnungsreihe*‘ der mit Jod gefirbten 
Lésungen betrifft, die in der Abb. 1 deutlich hervortritt, so ist sie, 
mit Ausnahme von Roggen, dieselbe wie in den verdiinnungskolori- 


metrischen Untersuchungen?. 


Tabelle III. 


Die Extinktion der ungefairbten Grundlésungen. 





e , Korngrébe 
Die ,photometrische Ordnung* in dem Priparat 
der gefiirbten Lisungen 


Extinktionskoeffizient 
ym der Grundlésung 


Kartoffelstfrke ........ 6,8—57,8 0,000 
Roggenstarke. ........ 3,4—34,0 0,015 
Grobkérnige Weizenstarke . . . 10,2—27,2 0,037 
Gerstenstirke . 13,6—20,4 0,052 
a ee ee 3,4—6,8 0,129 
Kleinkérnige Weizenstarke . . . 3,4—6,8 0,077 
Reisstarke 3,4—6,8 0,100 


Schlubemerkungen. 


‘Wenn man das verdiinnungskolorimetrische Starkebestimmungs- 
verfahren von Paloheimo mit dem von uns untersuchten photometrischen 
Verfahren vergleicht, so merkt man erstens, dab das Arbeiten ohne 
Standardlésungen das letztgenannte einfacher macht. Wenn man 
aber bei dem erstgenannten die Standardlésung durch ein Farbfilter 
ersetzt, so wird es in dieser Hinsicht ebenso einfach. Bei der Ver- 
diinnungsmethode miissen die Lésungen beim Vergleichen dieselbe 
Temperatur, bei der photometrischen jedoch eine genau bestimmte 
Temperatur haben. Auch im iibrigen kann man beim Arbeiten nach der 
photometrischen Methode eine gewisse Uberempfindlichkeit der Lé- 
sungen wahrnehmen. Dies beruht wahrscheinlich darauf, daB die 
Lichtabsorptionsverhaltnisse der Stairkelésungen sehr leicht verandert 
werden, und, weil hier gewisse sehr beschrankte Wellengebiete aus- 


1 In diesem Bande mitgeteilt. 
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schlaggebend sind, kénnen zwei Lésungen, die in weiBem Licht ziemlich 
ahnlich sind, doch voneinander sehr abweichende Resultate geben 
Hierauf beruhen vielleicht auch die groBen photometrischen Unter- 
schiede zwischen Starkearten, die, verdiinnungskolorimetrisch unter- 
sucht, einander sehr nahe stehen. Wir wollen jedoch darauf aufmerksam 
machen, da diese Kritik von unserer Seite nicht endgiiltig zu sein 
braucht, weil unsere Untersuchungen noch im Anfangsstadium stehen. 
Vor allem kénnen tiefergehende Untersuchungen mit ,,kleinwelligen 


Filtern*‘ zu einer positiveren Auffassung iiber die Verwendbarkeit des 
Pulfrich-Photometers bei Starkebestimmungen fiihren. 





Uber das osmotische Gleichgewicht 
zwischen Dotter und Eiklar im Hiihnerei. 


Von 


Arthur Grollman? (Baltimore). 


[Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir Medizinische Forschung, Heidelberg. ] 


(Eingegangen am 11. Juni 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Problem des osmotischen Gleichgewichts zwischen Dotter 
und Eiklar hat in letzter Zeit gréBeres Interesse erregt durch die Arbeiten 
von Straub? und die anschlieBenden Diskussionen von Hill’. Der 
hollandische Autor behauptete auf Grund von Gefrierpunktsbestim- 
mungen, daB der osmotische Druck des Eidotters um etwa ein Drittel 
groéBer sei als der des EiereiweiBes. Diese groBbe Differenz von iiber 
2 Atm. im osmotischen Druck auf beiden Seiten der Dottermembran 
konnte auch nicht durch rein mechanische Eigenschaften der Membran 
verursacht sein, da diese, wie der genannte Autor bewiesen hat, fiir 
Wasser durchlassig ist, und miiBte als Erfolg eines Lebensprozesses 
angesehen werden. Daf eine so einfach gebaute Membran zu einem 
aktiven ProzeB fihig ware, um eine solche osmotische Druckdifferenz 
zu kompensieren, muBte mit Recht groBes Interesse erregen. 

Ehe ich mich aber mit der Frage nach der Quelle fiir eine derartige 
energetische Leistung beschaftigte, sah ich mich veranlaBt, die Versuche 
tiber den osmotischen Druck von Dotter und Eiklar zu wiederholen 
und fand dabei, daB in Wahrheit gar kein gréBerer osmotischer Unter- 
schied zwischen beiden existiert. Die folgende Arbeit soll diese Be- 
hauptung beweisen. 


1 Fellow der John Simon Guggenheim Memorial Foundation. 

2 Rec. de Trav. Chim. Pays Bas 48, 49, 1929; Rice u. Young, Poultry 
Science 7, 116, 1928 (zitiert nach Naturw. 19, 471, 1931) haben, ahnlich 
wie Straub, den Gefrierpunkt des Dotters zu — 0,587 und den des Eiklars 
zu — 0,473 bestimmt. Vgl. auch K. Bialaszewicz, Arch. f. Entwicklungs- 
mechanik $4, 489, 1912, der ebenfalls am Dotter 4 0,564, am Eiklar 4 0,458 
fand. 

3’ Trans. Faraday Soc. 26, 667, 1930. 
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Als Methode benutzte ich die von O. Meyerhof beschriebene! 
thermoelektrische Gefrierpunktsmessung. Die Methode hat den Vorteil, 
daB sie fiir kleine Substanzmengen gebraucht werden kann, insbesondere 
fir einen einzelnen Froschmuskel, fiir welchen Zweck sie ausgearbeitet 
war. Bei Gefrierpunktsbestimmungen in Fliissigkeiten ist es zweck- 
mabig, diese in Watte zu gieBen und dann das Ende des Thermobiigels 
in die getrankte Watte einzudriicken. Die Resultate fallen dann regel- 
maBiger aus als ohne Watte, wahrscheinlich wegen einer gleichmaBigeren 
und feineren Kristallisation des Eises und geringerer Temperatur- 
schwankungen in der Fliissigkeit. Bei vorsichtiger Ausfiihrung stimmen 
die Resultate noch bei Verwendung von nur 0,1l5ccm Fliissigkeit 
genauer als auf —- 0,01° iiberein und bei wiederholter Messung derselben 
Flissigkeit auf + 0,005°. Zu diesem Zweck mu man das Ende des 
Thermoelements durch ein diinnes, nach unten verjiingtes Glas ziehen 
und das herausragende Ende mit einer diinnen Isolationsschicht aus 
Picein, Bakelit oder Schellack iiberziehen. In der Regel verwendete 
ich etwas gréBere Gefaibe fiir 0,5 bis 1,0 cem Fliissigkeit. 

Als Beispiel fiir die Genauigkeit der mit der Methode erzielten 
Resultate fiihre ich die Versuche der Tabelle I an, wo die A-Werte 
von ruhenden Froschmuskeln (Adduktor) mit Blut vom gleichen Frosch 
verglichen sind. Das Blut wurde aus dem Herzen entnommen. Der 
erste angefiihrte Wert ist noch nicht genau, die iibrigen stimmen, 
wie man sieht, auf 0,015° und weniger iiberein. Man sieht gleichzeitig 
aus der Tabelle, welche groBe Anderung der Gefrierpunkt von Frosch- 
muske] und Blut (von Hungerfréschen) im Laufe von 2 Monaten auf- 
weist, so daB die Berechnung von normalen Durchschnittswerten 
unter diesen Umstinden ausgeschlossen erscheint. Dabei gehen Blut 
und Muskel vollstandig parallel. Durch Zerreibung dndert sich, ebenso 
wie durch alle Arten der Muskelreizung, der Gefrierpunkt erheblich, 
wie bereits in der Arbeit von O. Meyerhof gezeigt wurde, infolge von 


Tabelle I. 


Vergleich von A in Froschmuskel und Froschblut. 








Nr. Datum 4 des — 4 i a — 4 
1 7. II. 1931 0,455 + 0,05, 
2 8. TIT. 1931 0,44, 0.01, 
3 8. III. 1931 0,43, +001, 
4 8. III. 1931 0,43, 0,00. 
5 6. V. 1931 0,39, 0,00. 
6 6. V. 1931 0,39. + 0,00, 
7 6. V. 1931 0,35 + 0,00, 
8 6. V. 1931 0,35, + 0,00, 





1 Diese Zeitschr. 226, 1, 1930. 
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Milchsaéurebildung und anderen chemischen Vorgingen. Dies hat 
gelegentlich zu der irrigen Ansicht gefiihrt, als ob auch der ruhende 
Muskel einen héheren Gefrierpunkt hatte wie das Blut. 

Die von mir benutzte Methode der Gefrierpunktsbestimmung 
gestattet auch die Geschwindigkeit zu verfolgen, mit der die ‘Temperatur 
des Versuchsmaterials nach der Impfung steigt. Diese Verfolgung hat 
mich zuerst dazu gefiihrt, an den Gefrierpunktsbestimmungen im Ei- 
dotter, wie sie von friiheren Autoren ausgefiihrt wurden, zu zweifeln. 
Beim Eidotter erfolgt naimlich der Wiederanstieg der ‘Temperatur 
nach der Impfung ungeheuer langsam. Diese Verz6gerung ist ebenfalls 
mit der Beckmannschen Methode zu bemerken. Die Geschwindigkeit 
der Temperaturanderung bei Gefrieren von Kochsalzlésung, Eiklar 
und Eidotter ist auf Abb. 1 wiedergegeben. Auf der Abszisse ist die 
Zeit in Minuten vom Impfmoment wiedergegeben, auf der Ordinate 


die Temperatur. 
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Min nd /mptung 


Wie bekannt ist und wie man an der Kurve I sieht, steigt nach der 
Impfung die Temperatur einer verdiinnten Salzlésung, wie NaCl, 
auBerordentlich rasch an — dasselbe gilt auch fiir den Muskel und andere 
tierische Gewebe — und erreicht innerhalb von etwa 2 bis 3 Minuten 
einen konstanten Wert, der als der wahre Gefrierpunkt angenommen 
wird. Bei meiner Apparatur und den verwendeten Mengenverhaltnissen 
bleibt diese Temperatur von der dritten bis neunten Minute nach der 











Osmotisches Gleichgewicht zwischen Dotter und Eiklar. 411 


Impfung bestehen, um dann wegen allmahlicher Unterkiihlung wieder 
zu sinken. Genau derselbe Verlauf gilt fiir Eiklar. Ganz anders ist es 
aber beim Eidotter. Hier fiihrt die Verzégerung des Gefrierens dazu, 
dab, ehe ein Gleichgewichtszustand erreicht wird, die Unterkiihlung 
einsetzt, wie man das aus Kurve III ersehen kann. Im Falle det 
Abb. 1 wurde ein Maximum bei 0,863° erhalten. Dieses Maximum 
ist aber bei verschiedenen Versuchen nicht konstant, sondern hangt 
von der Temperatur der Unterkiihlung vor der Impfung, von der 
Differenz gegeniiber der Umgebungstemperatur usw. ab. Beispiclsweise 
wurden die folgenden Werte mit Eiklar und Eidotter erhalten: 





Gefrierpunkt Scheinbarer Gefrier- 
von Eiklat punkt von Eidotter 
0( 04 
0,45, 0,70, 
0,45, OSL, 
0,45, 0.67. 
0,46,, 0,67, 


Fiir Eiklar erhalt man, wie man sieht, einen genau konstanten 
Wert (— 0,45,), fiir Eidotter schwankende Werte von — 0,67 bis — 0,81. 
Die Ursachen fiir diese Schwierigkeit liegen nahe. Der Eidotter enthalt 
nur 50°, seines Gewichts Wasser und kann eyner ungeheuer konzen- 
trierten Lésung verglichen werden. Bei diesen ist aber eine Gefrier- 
punktsbestimmung erschwert, erstens weil das Ausfrieren von Eis 
die Zusammensetzung stark verindert und zweitens, weil die grobe 
Menge geléster bzw. emulgierter Substanz durch ihre Warmekapazitat 
die Erwirmung der Lésung zum echten Gefrierpunkt mittels der 
Schmelzwarme des Eises nicht zuliBt. Beim Dotter ist wohl das 
letztere besonders wichtig, weil er etwa 30°, Lipoide mit geringem 
Warmeleitvermégen enthalt. 

Hiervon iiberzeugt man sich, wenn man jede Unterkiihlung zu 
vermeiden sucht. So kann man das Gefrierrdhrchen nach der Impfung 
kurze Zeit auf eine héhere Temperatur bringen, um die Erreichung des 
Gefrierpunkts zu beschleunigen. Die so erhaltenen Werte sind natiirlich 
nicht genau, aber jedenfalls richtiger als die auf die gew6hnliche Weise 
erhaltenen. Man findet dann A-Werte fiir Eidotter zwischen 0,49 
und 0,51, in denen noch eine gewisse Unterkiihlung enthalten ist 
Auch kann man die Gefahr der Unterkiihlung einschriinken durch 
Verwendung einer gréBeren Menge Material: wenn man in dem tiblichen 
Beckmann-GefaiB die Bestimmung mit drei Dottern statt mit einem 
ausfiihrt, erhalt man ebenfalls Werte von etwa 0,59. Jedoch sind 
alle diese Messungen nicht als besonders genau zu betrachten, walir- 


scheinlich sind die A-Werte noch zu groBb. 
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Um aber den Gefrierpunkt des Eidotters genauer zu bestimmen, 
wurden Dialyseversuche ausgefiihrt. Dotter und Eiklar wurden gegen 
Wasser oder wasserige Lésungen durch eine Kollodiummembran dia- 
lysiert bis zur Erreichung des Gleichgewichts und dann der Gefrierpunkt 
des Dialysats bestimmt. 


Die Versuche der ersten Serie wurden so ausgefiihrt, daB eine gemessene 
Menge Eigelb in eine gut durchliéssige Kollodiumhiilse, die nach der Vor- 
schrift von Lundsgaard und Holbell' hergestellt wurde, von 24 cem Inhalt, 
gefiillt wurde, diese in ein Reagenzglas in eine gemessene Menge Wasser 
oder Salzlésung eingelegt und hierin langsam in horizontaler Lage geschiittelt 
wurde. Die Zeit, die zum Erreichen eines Gleichgewichts mit der benutzten 
Membran notig ist, ergibt sich aus der folgenden Tabelle, wo der Gefrier- 
punkt des Dialysats nach bestimmten Dialysezeiten gemessen und dann 
das Dialysat wieder in das Reagenzglas zuriickgegeben wurde. 





Gefrierpnnkt 


Zeit der Dialyse des Dialysats 
Std. " 
3,5 — 0,296 
5.0 0,31, 
7.0 : - 0,316 
8.5 — 0,31, 
10.0 0.31. 


Hier wurde Dotter gegen Wasser diakvsiert und ein Gleichgewicht in 
etwa 7 Stunden erreicht. , 

Wenn man nach der Erreichung des Gleichgewichts den Gefrier- 
punkt nicht nur im Dialysat, sondern auch im Dotter in iiblicher Weise 
(ohne Vermeidung von Unterkiihlung) bestimmt, so findet man einen 
héheren scheinbaren A-Wert im Dotter selbst als im dazugehdérigen 
Dialysat. Man sieht das aus der folgenden Tabelle II. 


Tabelle II. 


Scheinbare Gefrierpunkte in Dialysat und Dotter. 





Scheinbarer Gefrierpunkt 


Nr. Zeit der Dialyse Gefrierpunkt des Dialysats des verdiinnten Dotters 
Std. oC 0 

1 18 — 0,36, — O41, 

D) 18 — 0,16, — 0,185 

3 15 — 0,32. — 0,35, 

4 15 — 0,23, = 

“. { 15 - OAl, = 

7 22 — 0,41, — 0,47, 

a | 15 — 0,13; 

’ aq 22 — 0,149 — 0,16, 


! Hospitals Tidende 68, 849 u. 866, 1925. 
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In den Versuchen | und 5 der Tabelle Il wurde von reinem Dotter, 
in den ibrigen Versuchen von verdiinntem Eidotter ausgegangen. 
In diesen letzteren Fallen ist der Unterschied, wie zu erwarten, kleiner. 
Man sieht aus Versuch 5 und 6, daB in 15 Stunden ein Gleichgewicht 
erreicht war. Dab eine Kollodiummembran etwa_ denselben os- 
motischen Druckunterschied erzeugen kénnte wie die Dottermembran, 
wird man nicht annehmen wollen, so da®B die Erklarung des hier noch 
vorliegenden Unterschiedes nur entsprechend der obigen Annahme 
gegeben werden kann. 

Eine wisserige, etwa 50°,ige Emulsion von Lecithin zeigt genau 
dasselbe Verhalten wie Ejidotter. Eine derartige Aufschwemmung von 
technischem Lecithin wurde gegen Wasser 55 Stunden lang dialysiert, 
am SchluB war sein 4 0,298° und das der AuBenfliissigkeit 0.208°. Jetzt 
wurde die Lecithinemulsion etwa zweifach verdiinnt (4 nunmehr etwa 
0,15°) und wieder gegen die Aubenfliissigkeit des vorhergegangenen Versuchs 
dialysiert, um das Gleichgewicht von der anderen Richtung her zu erhalten. 
Nach 65 Stunden hatte es ein 4 von 0,208°, die AuBenfliissigkeit 0,1 80°. 
Eine konzentrierte Lecithinaufschwemmung gibt also ebenfalls bei de 
Gefrierpunktsbestimmung einen zu hohen osmotischen Druck. 

Um den echten Gefrierpunkt der Eibestandteile zu erreichen, 
wurden in einer weiteren Versuchsreihe Eidotter oder Eiklar gegen 
Wasser dialysiert und etwa alle 3 Stunden der Eiinhalt erneuert, damit 
schlieBlich eine Lésung als Dialysat erhalten wiirde, die dem osmotischen 
Druck der Eishbstanz genau entsprechen muB. Die folgenden Versuche 
geben ein typisches Resultat. Es wurden Dotter und Eiklar von den- 
selben Eiern benutzt, so daB die beiden Spalten der Tabelle IIIT mit- 
einander verglichen werden kénnen. 


Tabelle III. Dialysierung von Dotter und Eiklar bis zum Gleichgewicht 
mit der AuGbenlésung. 





Zahl 4 des Dialysats J des Dialysats 
der Erneuverungen von Eiklar vom Dotter 
des Eiinhalts ry he 
4 0,36, — 0.33. 
5 — 0,46, 0.44, 
11 —- $48. — 0,46, 


Der Versuch zeigt die nahe Ubereinstimmung der 4-Werte in den 
Dialysaten von Eiklar und Dotter bei Erreichung des Gleichgewichts; 
doch besteht dabei die Schwierigkeit, daB ein Versuch in dieser Anord- 
nung nur etwa 30 Stunden durchgefiihrt werden kann, wegen der all- 
mahlich einsetzenden Faulnis des Dotters. Dies laBt sich auch durch 
starkere Kiihlung nicht vermeiden, weil dabei der Dotter fiir einen 
rascheren Ausgleich mit der AuBenlésung zu zahfliissig wird. Fiir meine 
Zwecke erschien daher die folgende Anordnung als zuverlassiger und 
von ausreichender Genauigkeit. 
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Man kann, wenn man die Gewichtsmengen der urspriinglichen 
Kibestandteile und ihren Wassergehalt kennt und die zur Dialyse 
verwandten Flissigkeitsmengen mibt, leicht den echten Gefrierpunkt 
der unverdiinnten Eisubstanz ausrechnen, um so genauer, je weniger 
AuBenflissigkeit man zusetzt. Ein derartiger Versuch laBt sich in 
kiirzerer Zeit ausfiihren. In der folgenden Tabelle IV sind die Resultate 
derartig angestellter Versuche angefiihrt, in denen  verschiedene 
wiasserige Lésungen, Wasser, NaCl-Lésung, Eidialysat gegen Eiklar 
oder Dotter dialysiert wurden und der Gefrierpunkt des Dialysats 
nach Erreichung des Gleichgewichts bestimmt wurde. Aus diesen Werten 
ist der urspriingliche Gefrierpunkt der Eisubstanz berechnet nach 
Bestimmung ihres Wassergehalts. 


Tabelle IV. 


Berechnete 4-Werte von Eiklar und Eidotter aus den Dialysaten. 





Berechneter 





z 7 Zeit nr . 
Eisul Art der i Urspriingliche , 8s _ J vom 4 der 
Ni wend Sub- > Auben- I der Enddialysat unverdiinnten 
stanz stanz = fliissigkeit vialyse Eibestandteile 
g Std ( ( 





1 6,00 24,0 Eiklar 86,8 dest. Wasser 12 0,35, — 0,45 
2 4,00 26,0 © 86,8  Ei-Dialysat 12 — 0,44, — 0,45 
3 5,00 25,0 Dotter 48,0 dest. Wasser 12 0,32. — 0,46 
4 1,00 26,0 _ 50,0 . 14 — 0,41, — 0,45 
5 4,00 25,0 - 48,0 1% NaCl 24 — 0,49, — 0,46 
6 6,00 22,0 ‘ 49,0 1% NaCl 30 0,52. 0.48 
7 4,00 25,0 ‘ 48.5 0.83% NaCl 30 — 1,485 — 0,47 
8 4,00 23,0 s 48.5 0,80% NaCl 30 047% — 0,48 
9 4,00 25,0 - 48,0 0,75% NaCl 30 — 0.47. 0,48 
10 4,00 25,0 i. 50,0  Ei-Dialysat 20 0,47, — 0,48 


Wie man sieht, ergeben simtliche Resultate der Tabelle 1V, daB 
der Gefrierpunkt des Dotters frischer Hiihnereier zwischen 0,45 und 
0,48° liegt und nicht bei 0,60°, wie von Straub behauptet wurde. Die 
letzten Werte bei 30stiindiger Dialyse sind vielleicht schon etwas 
zu hoch durch bakterielle oder autolytische Vorginge. DaB ein Gleich- 
gewicht erreicht ist, folgt nicht nur daraus, daB mit denselben Mem- 
branen, wie oben angegeben, schon nach 7 Stunden ein solches erhalten 
werden kann, sondern vor allem daraus, daB das Endresultat der 
Dialyse dasselbe ist, ob man mit einer hypotonischen Lésung wie de- 


stilliertes Wasser oder einer hypertonischen Lésung von 1°, Kochsalz 
oder schlieBlich mit einer annahernd isotonischen Lésung (um 0,8°, 
NaCl) anfangt. Vor allem sieht man, daB die Gefrierpunktserniedrigung 
bei Dialyse gegen 1°,, Kochsalz (4 -0,58,°) hierin deutlich absinkt, 
was natiirlich unméglich ware, wenn der osmotische Druck einer Kon- 
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zentration von iiber 1°, NaCl entspriche. Die Versuche mit Dialyse 
gegen ein vorher hergestelltes Eidialysat schlieBen den Einwand aus, 
daB die Benutzung von Dialysierfliissigkeiten wie Wasser oder NaCl- 
Lésung die osmotischen Verhaltnisse, die im Ei praéexistieren, gedindert 
haben kénnte. Wenn, wie aus meinen Versuchen hervorgeht, héchstens 
ein kleiner Unterschied, wahrscheinlich héchstens 0,03°, zwischen dem 
Gefrierpunkt von Eidotter und Eiklar in Frage kommt, so brauchen 
wir nicht nach einem LebensprozeB Ausschau zu halten, der ihn ermég- 
lichen kénnte. Ein kleiner Unterschied kénnte durch ein Membran- 
gleichgewicht verursacht sein infolge der Undurchlassigkeit der Dotter- 
membran fiir hochmolekulare Anionen; doch besteht mdglicherweise 
iiberhaupt gar keine Differenz, indem die gefundenen Unterschiede 
nur Ungenauigkeiten der Methode zuzuschreiben sind. Fiir das Vor- 
handensein einer gewissen osmotischen Differenz kénnte man anfiihren, 
daB, wie schon Bialaszewicz (a. a. O.) hervorhebt, die Dotterkugel im 
Kierstock zuniachst isotonisch mit Hiihnerblut sein wird. Dies hat 
zweifellos dazu AnlaB gegeben, den gefundenen Gefrierpunkt des ab- 
gelegten Dotters fiir real zu halten; offenbar gleicht sich aber nach 
der Umhiillung mit Eiklar der osmotische Druckunterschied, wenn auch 
nicht vollstandig, so doch nahezu aus. 


Straub hat seine Deutung, daB der Unterschied im osmotischen 
Druck von Dotter und Eiklar durch einen LebensprozeB verursacht 
sei, weiter durch Messung an verdorbenen oder konservierten Eiern 
zu stiitzen versucht. Bei diesen, z. B. Kalkeiern, hat er einen gréBeren 
A-Wert des Eiklars und einen niedrigeren fiir Dotter gemessen. Ebenso 
hat er Gefrierpunkte von Mischungen von Eiklar und Eigelb bestimmt 
und intermediare Zahlen gefunden; doch sind, wenn man genau zusieht, 
die A-Werte fiir die Gemische bei Beriicksichtigung des Wassergehalts 
der Bestandteile niedriger, als dem hierauf berechneten arithmetischen 
Mittel entspriche, sie sind aber erklarbar durch die Annahme, dab 
der Fehler bei der Gefrierpunktsbestimmung in verdiinntem Eidotter 
geringer wird. 

Um diese Uberlegungen sicherzustellen, habe ich selbst eine Reihe 
von Versuchen mit Kalkeiern ausgefiihrt. Solche mehr oder weniger 
verdorbenen Eier sind, wie man auf den ersten Blick bzw. bei Durch- 
leuchtung feststellt!, stark verandert. Eiklar und Eidotter flieBen 
beim Aufschlagen des Eies durcheinander und man kann bakterielle 
Veranderungen feststellen; auch ist der Dotter erheblich weniger zah. 
Dementsprechend findet man etwas héhere A-Werte fiir Eiklar, etwa 
0,47, die sich durch bakterielle oder autolytische Veranderungen er- 

1 Kénig, Chemie der Nahrungs- und GenuBmittel, 5. Auflage, 2, 240, 
Berlin 1920. 
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klaren lassen oder auch durch Wasserverlust, der in solchen Eiern 
stattfindet (vgl. Adénig). Der Dotter dagegen gibt etwas kleinere schein- 
bare A-Werte als im normalen Ei (0,57). Auch hier sind also die schein- 
baren Werte noch immer zu hoch; aber auch hier kann man durch 
Vermeidung von Unterkiihlung bei dem gleichen Dotter einen erheblich 
geringeren Gefrierpunkt erhalten. So wurde mit dem Dotter von einem 
Kalkei, dessen Eiklar 0,47° ergeben hatte, bei der iiblichen Ausfiihrung 
0,53,° fiir den Dotter gemessen, bei Vermeidung von Unterkiihlung 
aber 0,47,". 

Straub zitiert ferner einen Versuch, in welchem Eiklar, das durch 
eine Pergamenthiilse gegen Eidotter dialysiert ist, nachher einen 
gréBeren A-Wert besessen hatte. Diesen Versuch habe ich mit Kollo- 
diummembranen zu wiederholen versucht, aber nicht bestatigen kénnen. 
Auf Grund unserer Befunde ist die von Straub beobachtete EinfluB- 
losigkeit von Narkotica auf das osmotische Gleichgewicht (oder Un- 
gleichgewicht) zwischen Dotter und EiereiweiB und ebenso die von 
Hill beobachtete EinfluBlosigkeit des Sauerstoffmangels ohne weiteres 
verstandlich. Es eriibrigen sich daher alle Vermutungen iiber elektrische 
Vorginge oder sonstige Energiequellen. 

Obwohl die vorliegenden Versuche zur Geniige beweisen, daB® der 
Gefrierpunkt des Dotters etwa — 0,47° und nicht 0,60" ist, wurde 
noch folgender sehr einfacher Versuch ausgefiihrt. Ein Eidotter wurde 
sorgfaltig vom Eikla: getrennt, ohne die Dottermembran zu verletzen. 
Er wurde dann in ein grobes Wageglas mit eingeschliffenem Deckel 
eingefiillt und zweimal mit je 4ccm 1°, iger NaCl-Lésung gewaschen, 
um Spuren von anhaftendem Eiklar zu entfernen. Dann wurde der 
Dotter mit 8 ccm 1 © iger Na Cl-Lésung tiberschichtet und fiir 5 Stunden 
langsam geschiittelt. Nach dieser Zeit wurde der Gefrierpunkt der 
Kothsalzlésung (die Dottermembran blieb unverletzt) verglichen mit 
dem der urspriinglichen 1°,igen Kochsalzlésung. In einem Versuch 
betrug die Abnahme des A-Wertes 0,041°, in einem zweiten 0,033°. 
Dieser Befund kann nur erklart werden unter der Annahme, daB der 

1 des Dotters weniger als 0,5° betrigt. Bei Beriicksichtigung des 
Wassergehalts des Dotters (etwa 6ccm) und dem A-Wert der 1°, igen 
NaCl-Lésung von 0,58,° wire eine Abnahme im 4 von ®/,,.0,11 

0,047° zu erwarten, wenn A des Dotters 0,48° wire. Die gefundene 


Abnahme ist etwas geringer, es ist jedoch wahrscheinlich noch kein 
endgiiltiges Gleichgewicht in diesen Versuchen eingetreten. 

Es -sei noch eine kurze Bemerkung zu den Resultaten gestattet, die 
Hill mit der thermoelektrischen Methode zur Bestimmung der Dampf- 
spannung erhalten hat. Er fand namlich in ungefahrer Ubereinstimmung 
mit Straub beim Eidotter Kondensationswarmen, die einer Gefrier- 
punktserniedrigung von 0,6° entsprechen wiirden. Fir verdiinnte 
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wasserige Lésungen hat Hill’ und im AnschluB daran ich selbst? be- 
wiesen, daB die Resultate auBerordentlich gut mit denen auf andere 
Weise erhaltenen iibereinstimmen. Ob dies aber fiir eine Substanz 
wie Eidotter gilt, muB fraglich erscheinen. Wenn man Filtrierpapier 
mit solch einer zihen und klebrigen Masse wie Eidotter zu trinken 
versucht, wie es fiir diese Methode geschehen muB, so ist es wahrschein- 
lich, daB das Filtrierpapier, das auf die eine Seite der Thermosiule 
gelegt wird, eine dichtere Fliissigkeitsschicht enthalt als der Papier- 
streifen auf der anderen Seite, der die Kontrollsubstanz (1° ige Na Cl- 
Losung) enthalt. Vielleicht entsteht hierdurch irgendeine Asymmetrie, 
die die Ursache der Hillschen Befunde sein kénnte?®. 


Zusammenfassung. 

Der richtig bestimmte Gefrierpunkt des Eidotters im frischen 
Hiihnerei, insbesondere bei Messung der A-Werte in Dialysaten, ist 
ungefihr derselbe wie der des Eiklars. Zwischen Eiklar und Eidotter 
besteht daher durch die Dottermembran hindurch ein physikalisches 
Gleichgewicht. Die Vermutung friiherer Forscher beziiglich eines 
Lebensprozesses, der eine osmotische Differenz zwischen Eiklar und 
Eidotter erméglicht, ist auf eine fehlerhafte Bestimmung des osmotischen 
Druckes im Dotter zuriickzufiihren. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, meinen besten Dank Herrn 
Prof. O. Meyerhof auszusprechen fiir die Erlaubnis, diese Arbeit in 
seinem Laboratorium auszufiihren und fiir sein fortwahrendes Interesse 
und seine Hilfe. Auch der John Simon Guggenheim Memorial Foun- 
dation und der Johns Hopkins University, Baltimore, méchte ich 
danken fiir die Erméglichung einer Studienreise, wahrend welcher 
diese Arbeit ausgefiihrt wurde. 


1 Proc. Roy. Soe. A, 127, 9. 1930, 

2 Grollman, Journ. Gen. Physiol. 14, 661, 1931. 

3 Anmerkung bei der Korrektur. Durch die Freundlichkeit von Herrn 
J. Needham erhielt ich nach AbschluB der Arbeit Kenntnis von mehreren, 
demniachst im Journ. of Exper. Biol. 1931 erscheinenden Arbeiten des Autors 
und seiner Mitarbeiter, in denen ebenfalls die nach der Beckmannschen 
Methode gemessene Gefrierpunktserniedrigung des Dotters von 0.60 fir 
real gehalten wird, dabei aber alle Méglichkeiten, die osmotische Differenz 
auf einen LebensprozeB zuriickzufiihren, ausgeschlossen werden. Der 
Autor sieht daher die Erklirung in einer auBerordentlich verringerten 
Durchlissigkeit der Vitellinmenbran, die sich aber experimentell nicht 
eindeutig verifizieren lieB. Bemerkenswert ist ferner, daB nach seinen Be- 
funden der Dotter sowohl aus hyper- wie hypotonischen Lésungen Wasser 
aufnimmt, so daB derartige Gewichtsainderungen keinen Schlu®B auf den 
kristalloid-osmotischen Druck des Dotters zulassen. 





Beitrige zu den Beziehungen 
zwischen Milehsiure und Sympathicus. 


Von 
B. Basiliou (Athen) und F. Zell (Wien). 
(Aus der I. medizinischen Abteilung des Kaiserin Elisabethspitals in Wien.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1931.) 


L. Pollak und Folke Nord haben in einer Reihe von Untersuchungen 
gezeigt, dai beim Kaninchen nach subkutaner Injektion verschiedener 
Aminosauren die reduzierende Kraft des Blutes betrachtlich ansteigt. 
Pollak verwendete zu seinen Versuchen asparaginsaures Natron, 
Glykokoll, Alanin und Leucin, Folke Nord Glykokoll und Glutamin- 
siure. Schon Pollak hatte in einem Versuch gezeigt, daB nach Blockie- 
rung des Sympathicus durch Ergotamin der Anstieg der reduzierenden 
Kraft des Blutes nach asparaginsaurem Natrium ausbleibt. Folke 
Nord kombinierte in seinen Versuchen Glutaminséure bzw. Glykokoll 
auch mit Adrenalin und Insulin und fand, daB die Wirkung der ge- 
nannten Aminoséuren durch Adrenalin nicht verstérkt, durch Insulin 
aber vollstandig unterdriickt werden kann. Ferner hat Folke Nord 
gefunden, da bei Kaninchen, deren Nebennieren entfernt worden 
waren, diese Aminosduren gar nicht mehr oder nur sehr wenig blutzucker- 
steigernd wirken. Letzteres erklart er durch die noch vorhandene 
Funktion der Paraganglien. In einer spiteren Mitteilung erbringt 
Folke Nord den Nachweis, daB die Steigerung der reduzierenden Kraft 
des Blutes auf einer Vermehrung des Blutzuckers beruht, daB es sich 
also um eine wirkliche Hyperglykamie handelt. Sowohl Pollak wie 
Folke Nord kommen zu dem SchluB, daB die hyperglykimisierende 
Wirkung der Aminoséuren ahnlich wie die des Adrenalins durch eine 
Reizung des Sympathicus zustande kommt. Wir wollen noch erwahnen, 
daB Lundsgaard spater eine gréBere Versuchsreihe verdffentlichte, 
in der er ebenfalls die Wirkung von Glykokoll und Glutaminsaure auf 
den Blutzucker des Kaninchens untersuchte und im wesentlichen zu 
gleichen Resultaten kam, wenn auch der Anstieg des Blutzuckers spater 
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eintrat und erst bei gr6Beren Dosen gefunden wurde. Nach Folke Nord 
zeigen also Aminosaéuren und Adrenalin einen gewissen Antagonismus 
gegeniiber dem Insulin, 


Nun haben C. F. Cori und G. 7’. Cori gezeigt, daB nach subkutaner 
Injektion von Adrenalin beim Kaninchen nicht nur der Blutzucker, 
sondern auch die Milchsdéure betrachtlich ansteigen und daB, wenn kurz 
nach der Injektion von Adrenalin Insulin injiziert wird, der Anstieg 
der Blutzuckerkurve unterdriickt wird, wahrend der Anstieg der Milch- 
siure dadurch nur wenig vermindert werden kann. 

Wenn die Wirkung der Aminosiuren auf den Blutzucker in der 
Weise vonstatten geht, daB durch sie der Sympathicus erregt und die 
Produktion von Adrenalin gesteigert wird, so war zu erwarten, daB die 
Aminoséuren den Milchséurespiegel des Blutes in analoger Weise wie 
das Adrenalin beeinflussen. Die folgenden Untersuchungen _be- 
schaftigen sich mit dieser Frage. 

Was die Versuchsanordnung anbelangt, so haben wir uns streng an 
diejenige von Folke Nord gehalten, nur haben wir alle unsere Untersuchungen 
nach 24 Stunden Nahrungsentzug durchgefiihrt, um mdédglichst einheitliche 


Versuchsbedingungen zu schaffen. Die Milchs&éurebestimmungen wurden 
nach der Methode Mendel-Goldscheider durchgefiihrt. Da die von uns 


gefuncenen Milchséureniichternwerte betrachtliche Unterschiede  auf- 
weisen, woftir wir einen ‘Grund anzugeben nicht‘in der Lage sind, so hapen 
wir vorerst untersucht, ob diese Niichternwerte wahrend der nachsten 
Stunden auch konstant bleiben. Die auf Tabelle I verzeichneten Versuche 
an vier Kaninchen zeigen, daB die Milchséurewerte volfkommen konstant 
bleiben. Die Versuche 3 und 4 zeigen ferner, daB die durch eine Injektion 
bedingte Erregung und Unruhe der Tiere den Milchséurewert im Blute 
nicht beeinfluBt. 
Tabelle I. 





Versuchs- Milchsi&ure 

tier Datum Gewicht Hunger Injektion , 

Nr. Vorher 1Std. 2Std. | 3Std 4 Std 
49 6.11.31 2,15 Hunger ~- 11,25; 12,0 | 11,75 11,0 | 11,25 
20 7.11.31 1,99 " — 14.75| 140 145 14,75 15.0 

50 6.11.31 2,09 " 20 cem 9,0 11,5 |11,0 |10,5 | 10,75 

0,9°/, NaCl 
22 7.11.31, 2,24 = 20 cem 16.25 16,5 15.75 16,25 15,5 


0,9°), NaCl 


Versuche mit Adrenalin, Tabellen Ila bis IId. 


In Tabelle Ila finden sich zwei Versuche wiedergegeben mit 0,45 
bzw. 0,5 mg Adrenalin. In beiden Versuchen steigt der Blutzucker und die 
Milchséure sehr stark an. Die Blutzucker- und Milchséurekurven zeigen 
einen deutlichen Parallelismus. 

In Tabelle IIb finden sich Versuche mit Adrenalin und Insulin. In 
Versuch 1 und 2 mit 0,5 mg Adrenalin und 20 klinische Einheiten Insulin 
wird die Wirkung des Adrenalins auf den Blutzucker tiberkompensiert. 
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Tier in der Nacht 
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Milchsaure 





Beziehungen zwischen Milchsiiure und Sympathicus, 42° 


In beiden Versuchen findet sich trotzdem ein starkes Ansteigen der Milch- 
saure, das nicht geringer ist als in den auf Tabelle Ila wiedergegebenen 
Versuchen. Der Gipfel der Kurve liegt in dem Versuch | auf Tabelle IIb 
erst 3 Stunden nach der Injektion, in Versuch 2 schon | Stunde nach der 
Injektion. Doch finden wir auch in den Versuchen Tabelle Ila mit Adrenalin 
allein die Kurvengipfel zu verschiedenen Zeiten. Im Versuch 3 wurden 
nur 5 klinische Einheiten injiziert. Auch hier findet sich ein allmahlicher 
Abfall der Blutzuckerkurve und ein Anstieg der Milchséurekurve. Im 
Versuch 4 mit nur 3 klinischen Einheiten Insulin findet sich ebenfalls nach 
minimalem initialen Anstieg des Blutzuckers ein allmaéhlicher Abfall. Den- 
selben Verlauf zeigt auch die Milchséurekurve. Die ersten drei Versuche 
zeigen also ubereinstimmend, da8 die Wirkung des Adrenalins auf die 
Milchsaéure durch gleichzeitige Injektion von Insulin nicht beeinfluBt wird, 
doch scheinen individuelle Verschiedenheiten zu bestehen, da im Versuch 4 
die Milchséiurekurve kaum ansteigt und stark unter den Ausgangswert 
absinkt. 

In Tabelle IIc findet sich ein Versuch angefiihrt bei einem Kaninchen, 
dem 8 Tage vorher die eine Nebenniere entfernt wurde. Nach Adrenalin 
tritt ein betraéchtlicher Anstieg des Blutzuckers ein, und auch die Milch- 
séure steigt stark an. Blutzucker- und Milchséurekurve verlaufen an- 
néhernd parallel. 

In Tabelle IId findet sich ein Versuch bei einem 1 Woche vorher 
einseitig operierten Kaninchen mit 0,5mg Adrenalin und 4 klinischen 
Einheiten Insulin. Auch hier wird die Adrenalinwirkung auf den Blut- 
zucker Uuberkompensiert, dagegen wird der Anstieg der Milchséure nicht 


verhindert. . 


Alle Versuche zeigen also, daf das Adrenalin iibereinstimmend mit 
den Angaben der beiden Coris den Blutzucker und die Blutmilchsdure 
betrachtlich ansteigen laBt und daB durch gleichzeitig ‘injizie rtes Insulin 
der Anstieg des Blutzuckers verhindert oder iiberkompensiert wird, wahrend 
der Anstieg der Milchsdure dadurch kaum beeinfluBt wird. Die Exstirpa- 
tion einer Nebenniere hat darauf keinen EinfluB. Hingegen zeigt sich 
bei dem Tier mit einseitiger Nebennierenexstirpation eine gewisse U ber- 
empfindlichkeit gegeniiber Insulin, da der hypoglykdmische Anfall durch 
Zucker nicht kwpiert werden kann (vgl. die vorhergehende Mitteilung). 


Versuche mit Aminosduren: Tabelle Illa bis LIIf. 


In Tabelle IIIa finden sich sechs Versuche mit Glykokoll verzeichnet. 
Es wurden 2,5g Glykokoll pro Kilogramm Koérpergewicht verabreicht. 
In allen Versuchen findet sich ein Anstieg des Blutzuckers. In Versuchen | 
bis 4 ist dieser Anstieg sehr betrachtlich (190, 324, 220 und 263 mg-”,,). 
Der Anstieg tritt sehr spat auf und scheint nach 5 bzw. 6 Stunden noch 
nicht ganz abgeschlossen zu sein. Im Versuch 5 findet sich erst nach 
5 Stunden ein leichter Anstieg. Vielleicht ware auch da der Blutzucker 
noch weiter angestiegen. Nur im Versuch 6 findet sich der Gipfel der Kurve 
nach 4 Stunden. DaB es sich bei diesen Versuchen um eine schwere Ver- 
giftung der Tiere handelt geht daraus hervor, daB zwei Tiere (Nr. 6 und 8) 
in der Nacht eingingen. Die anderen Tiere sind mit dem Leben davon 
gekommen. 


‘ 


' 
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In allen Versuchen findet sich ein betrdchtlicher Anstieg der Milch- 
sdure. Im Versuch | ist allerdings nur nach | Stunde untersucht, in 
den anderen Stunden konnte infolge eines sehr starken GefaBspasmus 
nicht geniigend Blut aus der Ohrvene gewonnen werden. In manchen 
Versuchen ist der Anstieg der Milchséiure geradezu enorm, so im Ver- 
such 3 vom 20. Februar 1930 von 5,04 auf 53,08 mg-°,. In manchen 
Versuchen verlaufen Blutzucker und Blutmilchséurekurve ziemlich 
parallel. So z. B. im Versuch 2 und 3. In anderen Versuchen fallt aber 
die Milchsiéurekurve bereits wieder ab, wahrend die Blutzuckerkurve 
noch weiter ansteigt, z. B. im Versuch 4. Im Versuch 5 findet sich der 
Milchsiureanstieg nach der dritten Stunde, zu einer Zeit, wo der Blut- 
zucker kaum erhéht ist, wahrend nach der fiinften Stunde, wo der 
Blutzucker deutlich anzusteigen beginnt, die Milchsiure weit unter 
den Anfangswert abgefallen ist. In Versuch 6 endlich steigt der Milch- 
siurewert noch an, wahrend die Blutzuckerkurve bereits abfiallt. 


Hingegen zeigt sich eine gewisse Ubereinstimmung zwischen der 


Gesamtwirkung auf den Blutzucker und derjenigen auf die Milch- 
sdure, da in allen Versuchen, wo der Blutzucker stark anstieg, 
sich auch hohe Milchsaéureanstiege finden, wahrend in den Ver- 
suchen mit geringem Blutzuckeranstieg auch der Anstieg der Milch- 
siure gering ist. 


In Tabelle IIIb sind ‘zwei Versuche mit Glutaminsdure wiedergegeben. 
In beiden Versuchen findet sich ein betrachtlicher Anstieg des Blutzuckers 
bis 418 bzw. 177 mg-°,, und ein betrdchtlicher Anstieq der Milchsdure. Auch 
hier ist ein Parallelismus zwischen Blutzucker- und Milchséurekurve nicht 
durchwegs vorhanden. 

In Tabelle IIIc finden sich zwei Versuche mit Glykokoll und Insulin. 
Das Insulin wurde erst 3 Stunden nach der Verabfolgung des Glykokolls 
injiziert. In beiden Versuchen wird der Blutzucker und die Milchsdure durch 
das Insulin herabgedriickt. Einen prinzipiellen Unterschied gegeniiber dem 
Adrenalin- und Insulinversuchen (Tabelle IIb) kénnen wir aber aus diesen 
Versuchen nicht ableiten, weil wir ja gesehen haben, da8 in manchen Ver- 
suchen mit Glykokoll allein der Gipfel der Milchséurekurve friiher lag und 
weil wir in manchen Adrenalin-Insulinversuchen ebenfalls ein Herab- 
driicken der Milchséure durch das Insulin fanden. 

In Tabelle IIId finden sich zwei Versuche mit Glykokoll +- Ergotamin 
angefiihrt. Im ersten Versuch wurde das Ergotamin 30 und 40 Minuten 
nach der Verabreichung des Glykokolls injiziert. Hier findet sich zuerst 
ein Absinken des Blutzuckers und erst nach 5 Stunden ein leichter Anstieg. 
Die Milchséurekurve steigt allmahlich und betrachtlich an. Im zweiten 
Versuch wurde das Ergotamin 1's und 2 Stunden nach dem Glykokoll 
injiziert. Auch hier wird der Anstieg des Blutzuckers betrachtlich auf- 
gehalten, aber auch die Milchséurekurve herabgedriickt. Auch hier scheint 
ein prinzipieller Unterschied gegeniiber den Adrenalin + Insulinversuchen 
nicht zu bestehen, da sich wenigstens aus Versuch 1 mit Sicherheit ab- 
leiten 148t, daB die Blutzuckerkurve starker herabgedriickt wird als die 
Milchséurekurve. 
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In Tabelle [lle findet sich ein Versuch mit Gluitaminsdure Erqo- 


tamin. Hier wurde das Ergotamin 2, 3 und 4 Stunden nach der Glutamin- 
siure verabreicht. Auch hier wurde die Blutzuckerkurve viel starker 
herabgedriickt als die Milchséurekurve. 

In Tabelle IIIf finden sich endlich zwei Versuche mit Glykokoll an 
Kaninchen nach einseitiger bzw. beiderseitigqer Nebennierenexstirpation. 


Bei den Tieren mit einseitiger Exstirpation steigt der Blutzucker nut 


ganz unwesentlich an, die Milchs&éure wird ebenfalls kaum beeinflubt. 
Bei dem Tier mit doppelseitiger Nebennierenexstirpation findet ein 
allméhlicher Abfall des Blutzuckers statt, wie wir dies in eine 
vorhergehenden Mitteilung beschrieben haben. Das Glykokoll scheint 


diesen Abfall nicht aufzuhalten. Die Milchséure wird nicht wesentlich 
beeinfluBt. 

Wenn wir unsere gesamten Versuche iiberblicken, so laBt sich die 
Annahme nicht von der Hand weisen, daf die bei der Vergiftung mit 
groBen Dosen von Aminosduren auftretende Hyperglykdmie durch cin 
Reizung des Sympathicus mit Ausschiittung von Adrenalin zustande 
kommt. Denn erstens beobachteten wir in den Versuchen mit Injektion 
von Aminosiéuren allein sehr haufig einen starken Gefafspasmus, det 
oft der Entnahme einer entsprechenden Menge von Blut fiir die Milch- 
siurebestimmung sehr hinderlich war, zweitens steigt der Milchsaure- 
spiegel des Blutes ganz so wie nach Adrenalininjektionen an, auch wird 
die Milchsiurekurve durch gleichzeitige Insulininjektion ebenso wie 
in den Adrenalinversuchen viel weniger herabgedriickt wie die Blut- 
zuckerkurve, ja in manchen Fallen scheint sie tiberhaupt durch das 
Insulin gar nicht beeinfluBt zu werden, wahrend die Blutzuckerkurve 
zu tief hypoglykaimischen Werten absinkt, drittens wird der Anstieg 
der Blutzuckerkurve wie in den Adrenalinversuchen durch Ergotamin 
hochgradig vermindert, wahrend die Milchsaéurekurve dadurch weniger 
beeinfluBt wird, und endlich viertens findet nach einseitiger und beider- 
seitiger Exstirpation der Nebennieren eine Beeinflussung des Blut- 
zucker- und Milchsaéurespiegels durch die Injektion von Aminoséuren 
fast gar nicht statt. Unsere Versuche lassen es ferner als sehr wahr- 
scheinlich erscheinen, daB die Steigerung des Milchsaurespiegels im 
Blute, wie wir sie nach der Injektion von Aminosaéuren beobachten, 
auf einer Erregung des Sympathicus beruht, denn erstens bleibt diese 
Steigerung nach Blockade des Sympathicus mehr oder weniger aus 
zweitens bleibt sie nach Nebennierenexstirpation aus, waihrend Adre- 
nalin nach Nebennierenexstirpation noch Milchsduresteigerungen herbei- 
fiihrt. und drittens wird diese Steigerung des Mik hsaurespiegels ebenso 
wie die nach Adrenalin durch Insulin viel weniger beeinfluBt Die 
Gegenwirkung des Insulins gegeniiber dem Adrenalin beruht, wie zu 
erwarten war, auf seiner spezifischen Wirkung auf den Blutzucker 
nicht aber auf einer Dampfung der durch das Adrenalin gesetzten 


Erregung des Sympathicus. 
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Zusammenfassung, 


1. Nach Injektion von Aminoséuren kommt es zu einer Steigerung 
von Blutzucker und Milchsaéure im Blute. 

2. Durch gleichzeitige Injektion von Insulin wird die Steigerung 
der Milchsaéure wenig oder nicht beeinfluBt. 

3. Nach einseitiger und beiderseitiger Exstirpation der Neben- 
nieren bleibt die Steigerung des Blutzuckers und der Blut-Milchsaure 
nach Injektion von Aminosiéiuren fast ganz aus oder ist wesentlich 
geringer. 

Es wird angenommen, daf die Steigerung des Milchsiéurespiegels 
im Blute nach Injektion von Aminoséuren auf einer Erregung des Sym- 


pat hicus beruht. 


Literatur. 
Mendel-Goldscheider, s. Hans Fuchs, diese Zeitschr. 217, 405, 1930. — 
L. Pollak, ebendaselbst 127, 120, 1922. F. Nord, Act. med. scand. 65, 
l und 61, 1926. Beitr. z. Anat. u. allg. Physiol. 78, 2, 9, 7, 1927. — 
Act. med. scand. 70, 277, 1929. — Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 147, 


1930. — C.F. u. G. T. Cori, Journ. of biol. Chem. 64, 683, 699, 1929. 














Uber die Wirkung verzettelter Insulindosen auf den Blutzuecker 
bei normalen und nebennierenlosen Kaninchen. 


Von 
B. Basiliou (Athen) und F. Zell (Wien). 
(Aus der I. medizinischen Abteilung des Kaiserin Elisabethspitals in Wien.) 


(Eingegangen am 13, Juni 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1929 berichteten Wichels und Lauber! iiber die auffallende Tat- 
sache, daB bei Kaninchen verzettelte Zufuhr von Insulin nicht zu 
einem Abfall, sondern zu einer teilweise sehr betrachtlichen Steigerung 
des Blutzuckers fiihrt. Die Versuche waren so angeordnet, daB wahrend 
der von Birger und Kramer erstmalig beschriebenen primaren hyper- 
glykiimischen Phase jedesmal eine neue Insulininjektion e;folgte 
Dadurch kam e& zu einer stundenlang dauernden Hyperglykimie mit 
Glykosurie, die erst nach volliger Erschépfung der Glykogenvorrite 
in der Leber aufhérte. Nach Schilddriisenexstirpation zeigten die 
Kaninchen einen niedrigeren und kirzeren Verlauf der hyperglykami- 
schen Kurve. Ferner geben die Autoren an, daB die Pupille von Kanin- 
chen, deren Iris durch Exstirpation des Ganglion cerv. sup. adrenalin- 
iiberempfindlich war, sich wahrend der Insulinhyperglykamie erweiterte. 
Narkose wirkte bei Hunden und besonders bei Kaninchen férdernd 
auf die Insulinhyperglykamie. 

Da an unserer Anstalt seit mehreren Jahren die Frage der Insulin 
resistenz bzw. derjenigen Faktoren, welche die Insulinresistenz be 
dingen, eingehend studiert wurde?, so hat uns diese Mitteilung seht 
interessiert, und wir haben selbst eine groBe Reihe einschlagiger Versuche 
gemacht, die wir im folgenden mitteilen wollen. Wir haben uns dabei 
sehr streng an die von Wichels und Lauber angegebene Versuchs 


anordnung gehalten und haben die Versuchsanordnung weiter ausgebaut, 


1 Klin. Wochenschr. 1929, S. 2146; Zeitschr. f. klin. Med. 20, 114, 1930. 


27, 1930. 
2 W. Falta u. F. Hégler, Klin. Wochenschr. Nr. 41, 1929; W. Falta u 


R. Boller, ebendaselbst Nr. 10, 1931. 
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indem wir nicht nur reichlich gefiitterte Kaninchen, sondern auch solche, 
denen 24 Stunden vorher das Futter entzogen worden war, verwendet, 
ferner, indem wir nicht nur das Insulin intravendés injizierten, sondern 
in gesonderten Versuchsreihen auch subkutan, und endlich, indem wir 
in einigen Versuchen eine entsprechende Insulinmenge auf einmal 


verabreichten. 
A. Versuche an normalen Kaninchen. 


In der Tabelle La sind alle Versuche zusammengestellt, die an Kanin- 
chen ausgefiihrt wurden, die 24 Stunden gehungert und das Insulin subkutan 
auf einmal erhalten hatten. 


Es befinden sich in der Tabelle la (subkutan auf einmal) drei Versuche 
mit 5 und ein Versuch mit 4,8 klinischen Einheiten. Die ersten zwei Ver- 
suche vom 21. und 15. Mai sind an 2-kg-Tieren durchgefiihrt. Hier finden 
wir ein sehr starkes Heruntergehen des Blutzuckers und nach 90 bzw. 
115 Minuten Krampfe. Der dritte Versuch vom 9. Juli und der vierte vom 
11. Juli sind an schwereren Tieren von 2,50 bzw. 2.20 kg durchgefiihrt. 
Hier tiberstehen die Tiere die Insulinvergiftung, und es findet nur voriiber- 
gehend ein leichter Abfall des Blutzuckers statt. Dann findet sich auf 
dieser Tabelle noch ein Versuch mit 37 klinischen Einheiten auf einmal beim 
2-kg-Tier. Es ist sehr bemerkenswert, da8 sich die Blutzuckerkurve dieses 
Tieres nicht wesentlich anders verhaélt, ja der Effekt des Insulins sogar 
geringer ist als bei den 2-kg-Tieren mit nur 5 klinischen Einheiten. Ganz 
ahnlich verhalt sich der Versuch vom 14. Juli beim 1,8-kg-Tier, das 32 klini- 
sche Einheiten auf einmal erhalt. Hier tritt der hypoglykaémische Zustand 
1 Stunde 40 Minuten nach der Insulininjektion auf. 

Vergleichen wir diese Versuche mit den Versuchen an 2-kg-Tieren mit 
nur 2 klinischen Einheiten Insulin, so ist der Unterschied nicht wesentlich. 
Denn auch hier sehen wir ein sehr rapides Abfallen der Blutzuckerkurve 
und 2 bis 3 Stunden nach der Injektion den hypoglykaémischen Zustand 
sich entwickeln. 

_ Die genaue Durchsicht dieser Tabellen ergibt, daf Dosen, die 10- 
bis 15mal so groB sind als die Krampfdosis (etwa 1 klinische Einheit pro 
1 kg Kérpergewicht), nicht anders wirken als die Krampjdosen, dap dic 
Blutzuckerkurve nicht rascher abjfallt, dap der Krampf nicht friiher eintritt 
und dap die Tiere durch Injektion von Dextrose in gleicher Weise gerettet 
werden kénnen. Ob hierzu mehr Dextrose notwendig ist, ist aus unseren 
Untersuchungen nicht mit Sicherheit festzustellen. 


In der Tabelle Ib (subkutan verzettelt) ist ein Versuch verzeichnet bei 
einem 2-kg-Tier mit subkutan verzettelter Injektion von 37 Einh. Wenn 
wir diesen Versuch vergleichen mit dem Versuch vom 17. Juni auf Tabelle la 
(37 Einh. auf einmal subkutan), so ist hier ein Unterschied unverkennbar, 
insofern, als bei letzterem die Blutzuckerkurve innerhalb von 110 Minuten 
auf etwa 54 mg-°, absinkt, bei ersterem eine minimale initiale Steigerung 


zeigt und dann konstant bleibt. 

Tabellella, intravenés auf einmal. In dieser Tabelle findet sich ein 
Versuch bei einem 3.5-kg-Tier mit 5 klinischen Einheiten intravendés auf 
einmal. Vergleichen wir diesen Versuch mit dem vom 11. Juli auf Tabelle Ia 
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an einem 3,2-kg-Tier mit 4,8 klinischen Einheiten subkutan auf einmal, so 
ist ein wesentlicher Unterschied nicht zu sehen. Wir finden nur in unserem 
Versuch auf Tabelle Ila eine ausgesprochen initiale Blutzuckersteigerung 


) 


bis 163 mg-°,. Ob diese auch in dem Versuch vom 17. Juli in Tabelle la 


vorhanden gewesen ist, kénnen wir nicht sagen, weil die Zwischenwerte 
fehlen. Doch haben wir bereits festgestellt, daB auf Tabelle [a und Ib 
dort, wo in kleinen Intervallen untersucht wurde, keine oder nur geringe 
initiale Blutzuckersteigerungen vorhanden sind. 

Tabelle IIb, intravenés verzettelt. Hier finden sich Versuche an Hunger- 
tieren von 1,93 bis 3,56 kg, die 37 klinische Einheiten intravendés verzettelt 
erhalten haben. Vergleichen wir nun diese Versuche untereinander, so laBt 
sich vor allem feststellen, daB auch hier initiale Blutzuckersteigerungen 
entweder fehlen oder nicht sehr hochgradig sind. Ferner konnte in keinem 
Falle eine die ersten 30 Minuten iiberdauernde Blutzuckersteigerung fest- 
gestellt werden. Vielmehr ist in der 30. Minute der Blutzucker mit Ausnahme 
eines Falles bereits immer schon unter dem Ausgangswert und sinkt von 
da ab gréBtenteils zu recht tiefen Werten ab. Eine einzige Ausnahme macht 
der Versuch vom 8. April. Hier riihrt sich die Blutzuckerkurve in den 
ersten 110 Minuten kaum und sinkt erst spater nach Beendigung der In- 
jektion zu hypoglykaimischen Werten ab. 

Vergleichen wir nun diese Versuche mit diesen auf Tabelle Ib, 
subkutan verzettelt, so finden wir auf Tabelle I1b einen Versuch vom 
8. April, der vollkommen dem auf Tabelle Ib gleicht. Hs scheint also 
kein wesentlicher Unterschied zu sein, ob das Insulin subkutan oder 
intravends verzettelt gegeben wird. 

Vergleichen wir nun die Versuche auf Tabelle I1b mit denen auf 
Tabelle la vom 17. Juni und 14. Juli,so miissen wir konstatieren, daB 
unter den Versuchen auf Tabelle Ilb sich solche finden, z. B. vom 
1. April, 14. Mai, 10. April und 27. Marz, die sich von den Versuchen 
auf Tabelle Ia nicht wesentlich unterscheiden. Wir miissen also zu- 
sammenfassend sagen, dap wir zwar bei verzettelter Injektion je einen 
subkutan und einen intravendsen Versuch haben, bei dem wahrend der 
Darreichung der verzettelten Dosis ein Absinken des Blutzuckers nicht 
konstatiert wurde, dap aber in der Mehrzahl der Versuche-es keinen Unter- 
schied macht, ob wir so groBe Dosen auf einmal oder verzettelt verabfolgen. 

Hingegen finden wir beim Versuch vom 9. Juli bet 5 klinischen Ein- 
heiten subkutan auf einmal fast auch keine Wirkung auf den Blutzucker, 
so dap wir glauben méchten, dap die mangelnde Reaktion auf das Insulin 
mehr in individuellen Verschiedenheiten der Tiere als in der Verzettelung 
der Dosis gelegen ist. 

Wir kommen nun zu den Versuchen bei gefiitterten Tieren, Tabelle 111 
bzw. IVa und IVb. Wir kénnen uns iiber alle diese Versuche kurz 
fassen. Sie zeigen, da die Tiere gefiittert waren, héhere Anfangswerte. 
Sie zeigen teilweise eine recht betrachtliche initiale Blutzuckersteigerung 
(Versuch vom 18. April). Ferner fallen die Blutzuckerkurven meist 
weniger steil ab als bei den Hungertieren, und keines dieser Tiere 
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zeigte auch nach Beendigung der Injektionen (die Tiere wurden im 
ganzen 3 Stunden beobachtet), im Gegensatz zu den Hungertieren, aus- 
gesprochen hypoglykamische Erscheinungen. 

Viel wichtiger ist, daB der Versuch auf Tabelle LVa vom 13. Juni, 
wo das Insulin auf einmal gegeben wurde, sich nur durch die fehlende ini- 
tiale Blutzuckersteigerung von dem Versuch vom 18.Aprilauf Tabelle 1Vb 
unterscheidet. Von der 50. Minute an ist der Abfall der Blutzucker- 
kurve in beiden Versuchen annahernd gleich. Da es auf Tabelle 1Va 
und IVb auch Versuche ohne initiale Blutzuckersteigerung gibt, so 
diirfte die initiale Blutzuckersteigerung auch nicht charakteristisch 
fiir die Versuche mit verzettelter Dosis sein. 

Endlich haben wir in genauester Anlehnung an einen von Wichels 
und Lauber angegebenen Versuch noch einen Versuch durchgefiihrt, indem 
wir eine enorme Dosis von Insulin (125 klinische Einheiten) bei dem reichlich 
gefiitterten Tiere in verzettelter Dosis verabreichten. Der Versuch ist in 
Tabelle IVb verzeichnet. Wir reproduzieren auBerdem die von uns et 
haltene Kurve. Der Blutzuckerausgangswert ist in Anbetracht der reich- 
lichen Fiitterung sehr hoch. Wir sehen einen allmahlichen Abfall unter 
dem EinfluB des Insulins. Nachdem nach 270 Minuten ein Blutzucker 
von ll6mg-°, erreicht worden war, wurde der Versuch abgebrochen 





Das Kaninchen zeigte auch spaterhin keine hypoglykamischen Erschei- 


nungen und blieb am Leben. 

















30 60 90 120 130 180 2 240 29 


Abb. 1 


Wenn wir nun alle Versuche zusammenfassen, so miissen wil 
sagen, dag} wir trotz genauer Einhaltung der Versuchsbedingungen 
von Wichels und Lauber nicht imstande waren, ihre Resultate zu repro- 
duzieren. 

M. Birger’ hat unterdessen gezeigt, daB die initiale Hyperglykamie 
auf einer Beimengung eines aus dem Pankreas stammenden hyper- 
glykimisierenden Stoffes zu den von ihm verwendeten  Insulin- 


1 Birger. Klin. Wochenschr. 1931, 8S. 351. 
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praparaten beruht; man kénnte daher daran denken, dab die von uns 
verwendeten Insulinchargen weniger von diesem hyperglykamisierenden 
Stoff enthalten haben als die von Wichels und Lauber verwendeten. 
Diese Annahme laBt sich aber kaum aufrechterhalten, denn erstens 
war Herr Prof. Katsch so liebenswiirdig, uns eine der von Wichels und 
Lauber verwendeten Chargen Burrough Wellcome zur Verfiigung zu 
stellen, die sich ebenfalls als in dieser Hinsicht unwirksam erwiesen hat. 
Ferner haben wir an unseren Versuchen auch 6fter die primiare initiale 
Hyperglykamie beobachtet. Vielleicht liegt die Ursache der Differenz 
in einer Verschiedenheit der Rasse der von uns verwendeten Kaninchen. 


B. Bei Kaninchen nach einseitiger bzw. beiderseitiger Nebennierene xstirpation. 
Glykokoll und Alanin. 

In mehrfachen Arbeiten wurde von W. Falta darauf hingewiesen, 
daB an der Gegenregulation gegen die Insulinwirkung sich die Neben- 
nieren durch vermehrte Adrenalinsekretion besonders stark beteiligen 
diirften. Wir haben versucht, diese Ansicht dadurch experimentell 
zu stiitzen, daB wir bei Kaninchen, denen beide oder nur eine Neben- 
niere exstirpiert worden waren, die Blutzuckerkurve nach Insulin 
verfolgten. Die Nebennierenexstirpationen wurden im Pharmakologi- 
schen Institut Wiens vorgenommen, wofiir wir Herrn Prof £. Pick 
zu besonderem Dank verpflichtet sind. 

Tabelle I zeigt zwei Versuche an Tieren mit beiderseitiger Neben- 
nierenexstirpation. Die Tiere wurden beide am Vortage der Operation bis 
Mittag gefiittert. Von da ab wurden sie hungern gelassen. Die Operation 
wurde am nachfolgenden Tage friihmorgens um 8 Uhr vorgenommen. Die 
Versuche begannen um 10 Uhr 5 Minuten bzw. 10 Uhr 40 Minuten. 

Beim Versuchstier Nr. 29 (operiert am 16. Juli 1930) fallt vor allem 
anderen der enorm erhéhte Blutzucker vor der Insulininjektion auf. 

Mit der Athernarkose kann dies wohl kaum zusammenhangen, da 
zwischen der Operation und der Anstellung der Versuche mindestens 2 bis 
3 Stunden vergangen waren. Vielleicht liegt die Ursache darin, dai bei 
der Operation die Nebennieren stark gequetscht wurden, so da Adrenalin 
in die Blutbahn gelangte. Die Injektion des Insulins wurde genau so wie 
in den iibrigen Versuchen vorgenommen. D.h. es wurden zuerst 5 klinische 
Einheiten und dann im Abstand von 5 bis 10 Minuten je 2 klinische Ein- 
heiten injiziert, so daB die gesamte Menge von 37 Einh. in etwa 2 Stunden 
injiziert wurde. Wir sehen innerhalb der ersten 2 Stunden einen enormen 


Abfall von 324 auf 69 mg-°,. Eine halbe Stunde nach Beendigung der 
Injektionen ist der Blutzucker wieder etwas angestiegen (auf 98 mg-°,) 
nach weiteren 2 Stunden ist er wieder auf 69 mg-°, abgefallen und nach 


Das Tier war von Anfang an sehr hin- 


weiteren 2 Stunden auf 42 mg-°,. 
fallig und ging in der Nacht ein. 

Das zweite Tier, Versuchsnummer 33, hatte anfangs ebenfalls erhéhten 
Blutzucker (144 mg-°;). Hier fiel der Blutzucker innerhalb der ersten 
90 Minuten auf 42 mg-°,. Dabei wurde es désig. Trotz Injektion von 
40 cem Dextroselésung kam es zu Kraémpfen und trat der Tod ein. 
Sektion ergab bei beiden Tieren nichts Besonderes. 


Die 
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Zusammenfassend kénnen wir sagen, dap bei beiden beiderseitig 
operierten Tieren der Blutzucker enorm rasch absank. DaB® das erste 
Tier (Nr. 29) solange tiberlebte, hat seinen Grund vielleicht in dem 
enorm hohen Anfangsblutzuckerwert. Bei dem Tier Nr. 33 tritt schon 
nach 90 Minuten der Tod unter schweren Krimpfen ein, die durch 
Zuckerinfusion nicht kupiert werden kénnen. Man kénnte versucht 
sein anzunehmen, daB dieser enorme Blutzuckersturz und die Un- 
méglichkeit, die Wirkung des Insulins durch Zucker zu kompensieren, 
auf der fehlenden Gegenregulation durch die Nebenniere beruht. Dieser 
SchluB ist jedoch nicht zwingend, da die Tiere nach der Operation 
sehr hinfallig waren. 

Deutlicher hingegen sind die Resultate in den Versuchen an Tieren 
mit einseitiger Nebennierenexstirpation (Tabelle 11). Diese Tiere haben 
sich nach der Operation wieder vollkommen erholt und gut gefressen. 
In dem einen Versuch wurde die Insulindosis intravenés verzettelt 
dargereicht. In beiden Versuchen fallt der Blutzucker (beim ersten nach 
anfanglicher Steigerung, beim zweiten ohne eine solche) allmahlich zu 
hypoglykimischen Werten ab. Kurze Zeit nach Beendigung der 
Injektionen kommt es bei beiden Tieren zu Kraémpfen, die durch Zucker- 
infusion (bei dem einen Tier auch durch Adrenalin) nicht kwpiert werden 
konnten und rasch zum Tode jiihrten. Beide Versuche untérscheiden sich 
daher wesentlich von den zahlreichen analogen Versuchen an _ nicht- 
operierten Tieren, nicht so sehr durch den raschen Abfall der Blut- 
zuckerkurve, sondern dadurch, daB diese Tiere durch Zucker nicht zu 
retten waren. Es laBt sich daher mit einiger Wahrscheinlichkeit schlieBen, 
daB hier die Gegenregulation versagte und daB dieses Versagen auf den 
Mangel einer Nebenniere zuriickzufiihren ist 


Zusammenfassung. 


1. Zufuhr von Insulin in verzettelter Dosis fiihrt in unseren Ver- 
suchen weder bei gefiitterten noch bei hungernden Kaninchen zu einer 
bedeutenden Blutzuckersteigerung. Es ist dabei ziemlich gleichgiiltig, 
ob das Insulin intravenés oder subkutan zugefiihrt wird. 

2. Nach doppelseitiger und einseitiger Nebennierenexstirpation ist 


die hypoglykimisierende Wirkung des in verzettelter Weise zugefiihrten 


Insulins verstarkt. 








Untersuchungen iiber Trimethylammoniumbasen. 


I. Mitteilung: 


Reaktion einiger Trimethylammoniumbasen mit Permanganat. 


Von 
W. Lintzel und 8S. Fomin. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 15. Juni 1931.) 


Durch die Untersuchungen von Kutscher, Krimberg, Gulewitsch, 
Engeland, Ackermann u.a. sind wir iiber das biologische, Vorkommen 
und die chemische Natur einer Reihetvon Basen unterrichtet worden, 
die durch die ‘gemeinsame Eigenschaft, dreifach methylierten Stickstoff 
zu enthalten, eine besondere Gruppe bilden. Uber die Funktion dieser 
Substanzen im Tierkérper und die chemischen Umsetzungen, die sie 
im intermedidren Stoffwechsel erfahren, liegt gleichfalls ein grobes 
experimentelles Material vor (vgl. M. Guggenheim’), das jedoch in vieler 
Hinsicht der weiteren Ausarbeitung bedarf. Methodisch bestehen er- 
hebliche Schwierigkeiten, die fraglichen Stoffe zu isolieren und quanti- 
tativ zu bestimmen, da sie in ihren Fallungs- und Léslichkeitsverhalt- 
nissen vielfach iibereinstimmen. Die vorliegenden Versuche zielen 
darauf hin, charakteristische Reaktionen der in Betracht kommenden 
Stoffe aufzufinden, die fiir ihre quantitative Bestimmung brauchbar 
waren. Wir haben zu diesem Zwecke den oxydativen Abbau unter- 
sucht, in der Hoffnung, typische Produkte zu erhalten. Als Oxydations- 
mittel haben wir Permanganat gewahlt, da man mit dessen Hilfe in 
vielen Fallen hochmolekulare Oxydationsprodukte aus organischen 
Substanzen erhalten hat. 

Uber Reaktionen der biologisch interessierenden Trimethylammonium- 
basen mit Oxydationsmitteln liegen nur wenige Angaben vor. Beziiglich 
des Cholins gibt Liebreich® an, daB es bei gemaBigter Oxydation in Betain 
iibergehe, doch finden sich keinegAngaben tiber das verwendete Oxydations- 


1 M.Guqgenheim, Die biogenen Amine. Berlin 1924. 
2 Liebreich, Ber. 2. 13, 1869. 
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mittel und die néheren Bedingungen der Reaktion. Betainaldehyd liefert 
nach Emil Fischer! bei Behandlung mit Silberoxyd in der Kalte Betain 
Vom Betain gibt Stoltzenberg? an, daB es im Verlaut der Kjeldahl-Ver 
aschung mit Schwefelséure und Katalysatoren nur iiberaus langsam oxydiert 
wird. Engeland*® oxydierte Carnitin mit Permanganat und isolierte als 
Oxydationsprodukt /-Homobetain. Auf Grund dieser Beobachtung schrieb 
er dem Carnitin die folgende Konstitution zu, aus der sich die Bildung von 
Homobetain erkléren lieB: 
OH(CHs),N .CH,.CH(CH,OH).COOH 
Carnitin (Engeland) 
— OH(CH;);N .CH,.CH,.C OOH 
P-Homobetain 
Da nunmehr Tomita und Sendju* durch die Snythese des Carnitins 
die Alkoholgruppe in die /-Stellung verwiesen haben 
OH(CHs3)3N .CHs.CH(OH).CH,.COOH, 
Carnitin (Tomita u. Sendju) 
so ist die oxydative Bildung von Homobetain aus Carnitin ganz uner- 
klarlich geworden. 

Bei der Oxydation von Neurin mit Kaliumpermanganat in soda- 
alkalischer Lésung konnten Schmidt und Wagner® Trimethylamin nach- 
weisen. 

Uber das Verhalten von Acetylcholin und y-Butyrobetain bei der 
Oxydation scheinen tiberhaupt keine Angaben vorzuliegen. 


Wir gingen beim Studium der Oxydation der, erwaihnten Tri- 
methylammoniumbasen zum Teil in der Weise vor, dafs wir den Per 
manganatverbrauch und damit die Sauerstoffaufnahme bei dem Oxy- 
dationsvorgang bestimmten, woraus sich dann bestimmte Vermutungen 
iiber den Verlauf der Oxydation ergaben. Ein anderer Weg bestand 
in der Isolierung und Identifizierung der Oxydationsprodukte. Da das 
Vorgehen sich von Fall zu Fall anders gestaltete, sind die experimentellen 
Angaben etwas uniibersichtlich. Wir geben daher erst eine Ubersicht 
liber die Befunde, im AnschluB daran die notwendigen experimentellen 
Daten. 


Cholin. 


Cholin zeigte ein verschiedenes Verhalten, wenn es in saurer oder 
in alkalischer Lésung mit Kaliumpermanganat oxydiert wurde. In 
saurer Lésung wurde bei der bei Siedetemperatur rasch verlaufenden 
Oxydation 1 Mol Sauerstoff verbraucht, und es konnte Betain in fast 


Emil Fischer, Ber. 27, 165, 1894. 

Stoltzenberg, Chem. Centralbl. 2, 1795, 1912. 

Engeland, Ber. 42, 2457, 1909. 

4 Tomita u. Sendju, Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 263, 1927. 
5 Schmidt u. Wagner, Liebigs Ann. 337. 64, 1904. 
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theoretischer Ausbeute isoliert werden. Keine Spur Trimethylamin 

lieB sich nachweisen. Der Vorgang laBt sich einfach formulieren: 

OH(CH,), N. CH,.CH,OH + 0, PeTmansanat sauer_, 0 H(CH,),N.CH,. COOH 
Cholin Betain 

In siedender natronalkalischer Lésung, der gegeniiber Cholin sich 
als unerwartet bestandig erwies, wurde mit Permanganat sofortige 
Bildung von Trimethylamin beobachtet, das aufgefangen und titriert 
werden konnte. Wahrend pro Mol gebildetes Trimethylamin bei Gegen- 
wart eines groBen Uberschusses Cholin 1,2 Mol Sauerstoff verbraucht 
wurden, stieg diese Zahl bis zur quantitativen Trimethylaminabspaltung 
bis 1,7 Mol Sauerstoff, offenbar ist also die Kohlenstoffkette des Cholins 
der teilweisen Oxydation anheimgefallen. Nach der Formulierung 
OH(CH,),N .CH,.CH, OH + 0, “X*: Permancanst_, (CH) N+ CH,OH.COOH 

Cholin Trimethylamin 
wiirde die erste Stufe der Oxydation zu einem hypothetischen Zwischen- 
produkt fithren, das leicht zu Trimethylamin und Glykolsaure verseifbar 
ist. Glykolsiure kann dann unter Aufnahme von weiteren 1,5 Mol 
Sauerstoff zu Kohlendioxyd und Wasser oxydiert werden. Ehe jedoch 
diese Reaktion vollstandig ist, ist bereits das Trimethylamin quanti- 
tativ abgespalten, so dab die theoretisch 2u erwartenden 2,5 Mol Sauer- 
stoff zur vollstandigen Abspaltung des Trimethylamins nicht bendétigt 
werden. 

Es ist nicht ausgeschlossen, daB bei vorsichtiger Oxydation in 
schwach alkalischer Lésung Zwischenprodukte dieser Reaktion erhalten 
werden kénnen. 

Die Oxydation des Cholins in alkalischer Lésung, wobei das ge- 
bildete Trimethylamin sofort abdestilliert, in einer Vorlage aufgefangen 
und titriert werden kann, haben wir einer Methode zur Bestimmung 
des Lecithins in Lipoidgemischen bzw. in Organen zugrunde gelegt, 
iiber die wir demnachst berichten. 


Acetylcholin. 

Bei der Oxydation von Acetylcholin mit Permanganat in saurer 
Lésung wird gleichfalls Betain gebildet, indem offenbar zuerst Ver- 
seifung stattfindet. Die Oxydation geht langsamer als bei Cholin von- 
statten. In natronalkalischer Lésung wird ebenso glatt wie bei Cholin 
Trimethylamin erhalten, wobei gleichfalls pro Mol frei werdendes 
Trimethylamin anfangs 1,0, schlieBlich bis zu 2,3 Mol Sauerstoff be- 
nétigt werden. 

Die verschiedene Reaktionsgeschwindigkeit bei der Oxydation in 


saurer Lésung scheint nicht ausreichend zu sein, um darauf ein Ver- 
fahren zur getrennten Bestimmung von Cholin und Acetylcholin neben- 
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einander zu begrinden. Die summarische Bestimmung von Cholin 
Acetylcholin durch Oxydation in alkalischer Lésung und Titration 
des gebildeten Trimethylamins ist dagegen ohne weiteres méglich. 


Ne urin, 


Trotzdem das Neurin sich vom Cholin nur durch das Fehlen von 
1 Mol Wasser unterscheidet, zeigt es, offenbar auf Grund der doppelten 
Bindung in der Kohlenstoffkette, ein von jenem abweichendes Ver- 
halten. Im Gegensatz zu Cholin liefert es, in saurer Lésung mit Per- 
manganat oxydiert, quantitativ Trimethylamin, daneben Ameisen- 
siure. Da mehr als 1 Mol Ameisensaure gefunden und als Bariumsalz 
identifiziert wurde, dirfte ein oxydativer Zerfall in Trimethylamin 
und 2 Mol Ameisenséiure erfolgen. Der Permanganatverbrauch ent- 
spricht der Aufnahme von 1,5 Mol Sauerstoff, so daB sich die folgende 
Formulierung ergibt: 
OH(CH;),;N : CH.CH, + 1,50, "> (CHs)sN + 2HCOOH 


Neurin Trimethylamin Ameisensaiure 


Permanganat saue 


Auch in der Kalte geht die Reaktion rasch vonstatten, gegen Ende 
fallt Braunstein aus. 

In alkalischer Lésung wird mit Permanganat quantitativ Tri- 
methylamin gebildet, wobei pro Mol dieser Substanz 1.5 bis 1.8 Mol 
Sauerstoff verbraucht werden. 

Das verschiedene Verhalten von Cholin und Neurin bei der Oxy- 
dation in saurer Lésung kann dazu benutzt werden, beide Stoffe neben- 
einander quantitativ zu bestimmen, was bisher kaum méglich war. 
Wir haben solche Bestimmungen in Gemischen von Cholin und Neurin 
bei Verwendung kleiner Substanzmengen mit befriedigender Genauigkeit 
durchfiihren kénnen. 


Betainaldeh yd. 


In schwefelsaurer Lésung wird Betainaldehyd durch Permanganat 
zu Betain oxydiert, wozu }/, Mol Sauerstoff benétigt wurde. Es ergibt 
sich somit die Formulierung 


Permanganat sau¢ 


OH(CHg),N.CH,.COH + 0.5 0, e ">OH(CH.).N . CH, . COOH 


Betainaldehvd Betain 

In siedender natronalkalischer Lésung tritt bei Zusatz von Per- 
manganat Trimethylamin auf, wobei fiir die Bildung von 1 Mol, ebenso 
wie bei der Zersetzung von Cholin, etwas mehr als 1 Mol Sauerstoff 
verbraucht werden. Merkwiirdigerweise ist die Reaktion beendet, wenn 
aus 1 Mol Betainaldehyd !, Mol Trimethylamin entwickelt worden sind 
Weiterer Zusatz von Permanganat fiihrt nicht zur Abspaltung weiteren 
Trimethylamins. Man kann vermuten, daB der Aldehyd sich beim 


Erhitzen mit Lauge in je '/, Mol Cholin und Betain umlagert, und dal 
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dann Cholin mit Permanganat in bekannter Weise Trimethylamin 
liefert, wihrend Betain unverandert bleibt. 
2 OH(CH,),.N.CH,.COH+ 0, 


Betainaldehyd 
Permanganat alkal >(CH ).N + OH(CH aN . ( H,.COOH 


Trimethylamin Betaiu 


Der Nachweis von Betain im Reaktionsgemisch ist noch nicht 





gefiihrt worden. Nach E£. Fischer wird Betainaldehyd im Gegensatz 

zu anderen Aldehyden durch Behandlung mit Alkalien nicht verandert, 

so daB von ihm eine abweichende Konstitution erwogen wurde: 
(CHs)3 N.CH,.CHOH 


0 
Betainaldehyd (nach FE. Fischer) 

Die weitere Untersuchung dieser interessanten Verhaltnisse be- 
absichtigen wir noch durchzufiihren, wenn uns geniigende Mengen 
Betainaldehyd zur Verfiigung stehen. 

Betain, 

Da wir Betain wiederholt als Endpredukt der Oxydation von 
Trimethylammoniumverbindungen in saurer Lésung gefunden haben, 
ist bereits zu vermuten, daB es unter diesen Bedingungen sehr bestandig 
ist. In der Tat kanntes in schwefel*nurer Lésung stundenlang mit einem 
starken Cberschu8 von Permanganat am Wasserbade erhitzt werden, 
ohne eine Reaktion zu zeigen. Ebenso ist es einer heiBen alkalischen 
Permanganatlésung gegeniiber sehr bestandig. Die beschriebenen oxy- 
dativen Spaltungen von Cholin, Neurin und Betainaldehyd in alkalischer 
Lésung, wobei Trimethylamin entstand, diirften daher nicht tiber das 
Betain gehen, fiir den Angriff des Permanganats kommt somit nut 
das.a%-C-Atom jener Substanzen in Frage. 


y-Butyrobe tain. 
Wie das Betain ist auch sein zweites Homologes 
OH(CHs)3N.CH,.CH,.CH,.C OOH 
y-But yrobetain 
gegeniiber Permanganat in saurer und alkalischer Lésung bei Siede- 
temperatur auBerordentlich bestandig. 
Carnitin. 

Unsere Versuche mit Carnitin beziehen sich auf die racemische, 
nach Tomita! synthetisch dargestellte Substanz. In der folgenden 
Schreibweise : 

OH(CHs),N.CH,.CHOH.CH,.COOH 


Carnitin (Tomita u. Sendju). 


1 Tomita, Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 253, 1923. 
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erkennt man die konstitutionelle Verwandtschaft der Substanz mit 
Cholin, wir kénnen sie als ein Cholin auffassen, in dem ein Wasserstoff 
der Alkoholgruppe durch Essigséure ersetzt ist. 





Die Substanz ist der Einwirkung von Permanganat gegeniiber 
wesentlich widerstandsfahiger als Cholin, jedoch fiihrt die Oxydation 
schlieBlich zu denselben Endprodukten, indem in saurer Lésung 

‘ Betain, in siedender natronalkalischer Lésung Trimethylamin gebildet 

wird. Bei stundenlangem Erhitzen mit einem groBen CherschuB von 

Permanganat in schwefelsaurer Lésung wurden pro Mol Carnitin 2,5 Mol 

Sauerstoff verbraucht. Die Reaktion diirfte nach folgendem Schema 

verlaufen: 

OH(CH,);N.CH,.CHOH.CH,.COOH +2,5 0, 

Carnitin 
(Permanganat Sauer) . 1 11(CH,),N.CH,.COOH +2C0,{+ 2H, 0 
Betain 
In alkalischer Lésung werden pro Mol gebildetes Trimethylamin 

je nach dem noch vorhandenen UberschuB unzersetzter Substanz 1,8 

bis 2,9 Mol Sauerstoff benétigt, wahrend die vollstandige Oxydation 

n der Kohlenstoffkette 4 Mol O, benétigen wiirde. Auch hier findet 

i, daher ein zwar weitgehender, aber nicht vollstandiger Abbau de 

- Kohlenstoffkette statt. Ein intermediires Produkt aus diesem Vorgang 

n hat, wie erwahnt, Engeland in Handen géhabt und.als Homobetain 

L, angesprochen. 

n Das ahnliche Verhalten von Carnitin und Cholin/steht bisher det 
quantitativen Bestimmung der beiden Stoffe nebeneinander entgegen, 
die namentlich fiir Untersuchungen auf dem Gebiete der Biochemie 

8 des Muskels von Interesse wire. 


Trimethylamin. 


Trimethylamin wird in schwefelsaurer Lésung durch Permanganat 


auch bei Siedetemperatur nur éuBerst langsam angegriffen, In alkalischer 
Lésung erfolgt der Angriff rascher. Unter groBem Verbrauch von 
Permanganat verschwindet Trimethylamin, wobei neben Ammoniak 
anscheinend auch Mono- und Dimethylamin entstehen. Das aus Cholin 
Neurin und Carnitin bei der Oxydation in alkalischer Lésung quantitativ 
erhaltene Trimethylamin ist dem Angriff des Permanganats dadurcl 
entgangen, daB es sofort nach seiner Entstehung abdestilliert wurde 
und daB infolge des langsamen Zutropfens der Permanganatlésung in 
] 


me jedem Augenblick nur eine auBerst geringe Konzentration des Oxy 


dationsmittels vorhanden war. 


Experimenteller Teil. 


lg kaufliches Cholinchlorid wird mit 5cem konzentrierter Sel 


siure in 400 cem Wasser gelést, dazu werden 2¢ Kaliumpermanganat 
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(etwa 1 Mol Sauerstoff) gebracht. Nach kurzem Erhitzen am Wasserbad 
wird die Flussigkeit mit 30g Bariumhydroxyd und Kohlendioxyd be- 
handelt, das Filtrat von dem massigen Niederschlag zur Trockne ver- 
dampft. Der Riickstand wird mit absolutem Alkohol ausgezogen, auf Zusatz 
von wenig starker Salzséure scheiden sich farblose Kristalle von Betain- 
chlorid aus. Die Analyse des aus verdiinnter, wasseriger Salzséure gefallten 
Goldchloriddoppelsalzes ergab 


0,2030 g Substanz geben 0,0872g Au. .... . . gef.: Au 42,96% 
0,2528 g a » @R0G6e Am. ...6s-. » Ae CG 
Fur Betaingoldchlorid C;H,,.NO,AuCl, . . . . . . ber.: Au 43,14% 


Die Oxydation in alkalischer Lésung wurde in folgender Weise aus- 
gefiihrt: 0,96 g Cholinchlorid wurden in 50 cem Wasser gelést.  4-cem- 
Portionen der Lésung, die 5,52. 10-4 g-Mol Cholin enthielten, wurden in 
einem Kolben mit 4 ccm Kjeldahllauge und etwas Wasser versetzt. Durch 
einen doppelt durchbohrten Gummistopfen fiihrte ein Rohr auf den Boden 
des GefiéBes, durch das Dampf eingeleitet wurde. Das Rohr tragt einen 
Ansatz, der mit einer Biirette zum Zutropfen von n/10 Kaliumpermanganat 
verbunden ist. Durch die andere Bohrung ist ein Rohr mit Tropfenfanger 
und absteigendem Kiihler gefiihrt, das in eine Vorlage fiihrt, die mit einer 
gemessenen Menge n/50 Schwefelsaure beschickt ist. Wahrend die Wasser- 
dampfdestillation in Gang ist, wird eine bekannte Menge Permanganat 
zugetropft. Nachdem noch 5 Minuten weiterdestilliert war, wurde das in 
die Vorlage tibergegangene Trimethylamin titriert. Aus der Tabelle I ist 
das zugegebene n/10 Permanganat in Kubikzentimeter bzw. die ent- 
sprecl ende Menge Sauerstoff in 10-4 g-Mol angegeben, ferner die Menge 
des iibergegangenen ‘Trimethylamins in 10-4 g-Mol. Der Quotient Sauer- 
stoff: Trimethylamin gibt an, wieviel Mol Sauerstoff erforderlich waren, 
um 1 Mol Trimethylamin aus dem Cholin frei zu machen. 


Tabelle I. 


Oxydation von Cholin (5,52. 10-4 Mol) in alkalischer Lésung. 





Permanganat zugesetzt rrimethylamin Sauerstoft 
erhalten Trimethylamin 
ecem n 10 10-4 g-Mol O» 10-4 g-Mol 

0.0 0.0 

7.9 1,15 0,98 1,2 
15,8 2.37 1,90 1,2 
31.5 4.73 3.50 1.3 
47,3 7,10 4.62 1.5 
63.0 9.45 5.52 1,7 


Fir die erste Stufe der Oxydation wird offenbar ein Mol O, ver. 
braucht. Da die Oxydation nicht tiber das Betain geht, mu das 
x-Kohlenstoffatom angegriffen sein, so daB eine hypothetische Ver- 
bindung (CH,),N .CO.CH,OH von Saureamidcharakter, die sofort 
unter Bildung von Trimethylamin verseift wird, als Zwischenprodukt 
anzunehmen ware. Aus den Zahlen geht ferner hervor, daB beim Fort- 
schreiten der Oxvdation pro Mol gebildetes Trimethylamin ein gréBerer 


Permanganatverbrauch stattfindet, der offenbar zur Oxydation der in 
der Lésung verbliebenen Spaltprodukte dient. Zur quantitativen Ab- 
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spaltung des Trimethylamins waren in diesem Versuch 1,7 Mol Sauer- 
stoff erforderlich. 

Zum yualitativen Nachweis der bei Oxydation in alkalischer Lésung 
gebildeten Spaltprodukte wurde 1g Cholinchlorid zur Entfernung des 
Chlors mit frisch gefalltem Silberoxyd behandelt, sodann mit 5 ccm starker 
Natronlauge in 100 cem Wasser gelést und mit 50cem 2n Permanganat 
in der beschriebenen Weise behandelt. Das in verdiinnter Salzsaéure auf- 
gefangene Destillat wurde nach Einengen mit Goldchlorid ausgefallt. 

0.2264 g Substanz geben 0,1118 ¢ Au. , gef.: Au 49,38 

fiir Trimethylammoniumgoldchlorid C;H,,N AuCl, ber.: Au 49,41 

Der Destillationsriickstand wurde mit Schwefelséure angeséuert und 
einer zweiten Destillation unterworfen, das Destillat mit Bariumcarbonat 
geschiittelt und filtriert. Beim Einengen des Filtrats kristallisierten 0,4 g 
des Bariumsalzes der Ameisenséure aus. 

0.3322 g Substanz geben 0,3409¢ BaSO, . . gef.: Ba 60,39' 

fir Bariumformiat BaC,O, ..... .. . . ber.: Ba 60,41‘ 


Acetylcholin. 

0,12 g kéufliches Acetylcholin wurden in 50 ccm Wasser mit 0,5 cem 
konzentrierter Schwefelséure erhitzt und solange mit Permanganat versetzt, 
bis gréBere Mengen Braunstein ausgefallen waren. Nach Entfernung der 
Schwefelséure mit Baryt und des tiberschiissigen Bariums mit Kohlensaéure 
wurde das Filtrat zur Trockne eingedampft und nach Zusatz von etwas 
Salzséure aus der wasserigen Léosung mit Goldchlorid gefallt. 


0.1130 @ Substanz geben 0,0485¢@ Au... . gef.: Au 42,95° 
fir Betaingoldchlorid. ........ . . . ber.: Au 43,14° 


Acetylcholin verhalt sich somit wie Cholin, doch ist die Reaktions- 
geschwindigkeit geringer, vermutlich weil der Oxydation die Verseifung 
vorhergehen mu. Eine Lésung von 10mg Acetylcholin in 25 ccm 
Wasser, bei Zimmertemperatur mit 5 Tropfen konzentrierter Schwefel- 
saiure und 0,25 ccm n/10 Permanganat versetzt, war erst nach 72 Stunden 
entfirbt, wahrend in einem entsprechenden Versuch mit Cholin schon 
nach 4! , Stunden Entfarbung eingetreten war. 

Zur Oxydation in siedender, natronalkalischer Lésung wurden je 
54,9mg <Acetylcholin, entsprechend 3,025.10-4g-Mol, mit steigenden 
Mengen Permanganat versetzt. Das abdestillierte Trimethylamin wurde 
titriert (Tabelle II). 

Tabelle II. 


Oxydation von Acety Icholin (3.0 . 10-4 g-Mol) in alkalischer Lésung. 





Permanganat zugesetzt lrimethylamin Sauerstoft 
gefunden — Pe 
ccm n/10 10-4 g-Mol 0 10-4 g-Mol lrimethylam 
3,9) 0.45 0.42 
6,0 0.90 0.64 
9.0 1.35 0.85 
10.9 1.5 1.02 
20.0 3.0 205 
50,0 7.5 IST 
75,0 11,3 287 a 
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Zur Freimachung von 1 Mol Trimethylamin wird hiernach 1 Mol 


Sauerstoff aufgenommen. Der Sauerstoffverbrauch nimmt, vermutlich 
durch Oxydation von Spaltprodukten, um so mehr zu, als die Menge un- 
zersetzten Acetylcholins in der Lésung abnimmt. Es finden sich somit 


die gleichen Verhaltnisse wie bei Cholin, so da primar die Bildung von 
Cholin durch Verseifung anzunehmen ist. 


Neurin. 

2g kéufliches Neurin werden mit 5ccm konzentrierter Schwefel 
siure in Wasser gel6st und mit 2,5 g Kaliumpermanganat versetzt, so dal 
das Gesamtvolumen | Liter betragt. Die Permanganatmenge geniigt zu 
Oxydation von zwei Drittel des anwesenden Neurins. Nach zweistiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur wird von gebildetem Braunstein abfiltriert 
und das Filtrat bei 70° und vermindertem Druck destilliert. Das sauere 
Destillat wird mit Bariumhydroxyd versetzt, mit Kohlendioxyd gesattigt 
und filtriert. Das Filtrat wird eingeengt, auf Zusatz von Alkohol kristalli- 


sieren 2.9 g¢ des Bariumsalzes der Ameisensaure ( 1,24 Mol) aus. 
0.3778 ¢ Substanz geben 0.3870 g¢ BaSO, . . gef.: Ba 60,29 
fir Bartumformiat BaC,O, ....«...-.« « ber.: Ba 60,42 


Der Riickstand der Vakuumdestillation wird mit Natronlauge alkalisch 
gemacht und erneut destilliert. Das in n HCl aufgefangene Trimethylamin 
verbraucht 14 ccm ( 0,66 Mol) der vorgelegten Séure. Es wird mit Crold- 


chlorid gefallt. 


0,2388 g Substanz geben 0,1136g Au... . gef.: Au 49,72‘ 
fiirt Trimethylammoniumgoldchlorkl . . . . . ber.: Au 49,41 


Von dem anwesenden Neurin sind zwei Drittel oxvdiert worden. Aut 
0,66 Mol Trimethylamin sind 1,24 Mol Ameisenséiure entstanden, so dal 
ein oxydativer Zerfall des Neurins in Trimethylamin und 2 Mol Ameisen- 
siure erwiesen ist. 

Der Sauerstoffverbrauch bei dieser Reaktion wurde in der Weise 
bestimmt, das Portionen einer Neurinlésung mit 9,0) 10-4 g-Mol Neurin 
mit 1 eem konzentrierter Schwefelsiure und mit steigenden Mengen Per- 
manganat bei Zimmertemperatur versetzt wurden. Sofern Braunstein- 
bildung auftrat, wurde mit n/10 Oxalséure zuriicktitriert. Sodann wurden 
die Ansatze alkalisch gemacht und destilliert. Die titrimetrisch gefundenen 
Trimethylaminmengen ergeben sich aus Tabelle III. 


Tabelle I11. 


Oxydation von Neurin in saurer Loésung. 





Permanganat zugesetzt Trimethylamin Sauerstoff 
an all 10-4 g-Mol 05 Bate pat, Trimethylamin 

o — | _ 

7,9 1,9 1,3 1,5 
10.0 2.5 1.6 1,6 
15.8 4.0 2,5 1,6 
20.0 5.0 3,1 1.6 
30.0 7.5 4.5 1,7 
40.0 10. 6,3 1.6 
50,0 12.5 7.6 1.6 
60.0 15,0 9.0 1.7 
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Hiernach werden zur oxydativen Aufspaltung des Neurins in sauret 
Lésung 1's Mol Sauerstoff verbraucht. Der Angritf des Permanganats 
auf das Molekiil erfolgt in der ersten Stufe der Reaktion so rasch, daB 
sekundare Oxydation der Spaltprodukte nur in ganz geringem Umfange 
stattfindet. 

In siedender, natronalkalischer Lésung ging die oxydative Spaltung 
des Neurins bei Zutropfen bestimmter Mengen n_ 10 Kaliumpermanganat 
unter Trimethylaminbildung nach den Angaben der Tabelle [V von- 
statten, wobei die Ansatze jeweils 63,2 mg Neurin entsprechend 
6,5 .10-4g¢ Mol enthielten. 


Tabe lle IV. 


Oxydation von Neurin in alkalischer Lésung. 





Permanganat zugesetzt rrimethylamir Sauerstoff 
gefunden ae ae 
110 10-4 g-Mol 0» 10-4 g-Mol 

0.0 0.06 ~ 

1,9 1,19 0,79 1,5 
15,8 2,37 1.49 1,6 
31,5 4,73 2,82 1.6 
47.3 7,10 4,20 1,7 
63.0 9.45 5.44 1,7 
79.0 11.83 6,42 1,8 


Auch in alkalischer Lésung findet somit die Trimethylamin- 
abspaltung unter Aufnahme von 1!, Mol Sauerstoff statt. 


Betainaldeh yd. 


Fir die Versuche wurden zwei verschiedene Praparate von Betain 
aldehyd verwendet, von denen wir das eine nach E. Fischer durch 
erschépfende Methylierung von Amidoacetal und Verseifung mit Salz 
siure darstellten, das andere nach Berlinerblau! durch Einwirkung 
von Trimethylamin auf Monochloracetal und Verseifung mit Baryt 
erhielten. Dies zweite Verfahren bot durch die reichliche Bildung von 
Nebenprodukten gewisse Schwierigkeiten, doch wurden nach beiden 
Verfahren analysenreine Goldsalze erhalten. 

Fur die Oxydation des Betainaldehyds mit Permanganat in sauret 


Losung wurden Ig Betainaldehyd mit 0.54 g¢ Bariumpermanganat und 


5cem konzentrierter Schwefelsaiure in 200 cem Wasser gelést. woraut 


Entfarbung unter Ausfallen von Braunstein erfolgte Nach ' , Stunde 
wurde dieser abfiltriert und die Lésung mit 30g Baryt alkalisiert, wobei 
ein sehr schwacher Trimethylamingeruch bemerkbar wurck Es wurde 
filtriert, Kohlendioxyd eingeleitet und wiederum filtriert Das Filtrat 


wurde am Wasserbad zur Trockne gebracht, mit Alkohol aufgenommen, 


1 Berlinerblau, Ber. 17, 1139, 1884. 
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filtriert und zum Sirup eingedampft. Mit verdiinnter Salzséure und Gold 
chlorid fielen glanzende Kristalle von Betaingoldchlorid aus: 


0,1608 g Substanz geben 0,0698g¢ Au... . gef.: Au 43,41 
0,2382 ¢ es a) | Se. a ek kl 
fiir Betaingoldchlorid. ......... . . ber.: Au 43,149 


Zur Oxydation in alkalischer Lésung wurden je 0,05 g Betainaldehyd 
chlorhydrat (E. Fischer) entsprechend 3,63 . 10-4 g-Mol in siedender 3 °,iget 
Natronlauge mit steigenden Mengen Permanganat versetzt, das_ tiber- 
gehende Trimethylamin wurde in n/50 Salzséure aufgefangen und titriert 
(Tabelle V). 

Tabelle V. 


Oxydation von Betainaldehyd in alkalischer Lésung. 





Trimethylaminu 


auersto 
gefunden a a 


Permanganat zugesetzt 
rrimethylamin 


com 0/10 10-4 g-Mol O, 10-4 g-Mol 
0.0 | 0.0 
7,9 1,19 0.88 1,3 
15.8 2,37 1,68 1,4 
21,7 3,56 1.86 UberschuB des Permanganat 


Aus 3,63. 10-4g-Mol Betainaldehyd sind im Maximum 1,86 
. 10-4 g-Mol, d. h. fast genau 1/, Mol Trimethylamin erhalten worden 
Wahrend somit die Halfte des Betainaldehyds unter Bildung von Tri- 
methylamin zerfallen ist, ist der Verbleib der anderen Halfte vorlaufig 
unbekannt. 

Das gleiche Resultat wurde mit dem Praparat nach Berlinerblau 
erzielt, wobei aus 4,36 . 10-4 g¢/Mol bei Anwendung eines Uberschusses 
von Permanganat maximal 1,90 . 10-4 g-Mol Trimethylamin, d. h. etwas 
weniger als 1/, Mol, erhalten wurden. 

Wird die Oxydation des Betainaldehyds in sodaalkalischer Losung 
bei Zimmertemperatur ausgefiihrt, so wird nur wenig Trimethylamin 
gebildet. 

Betain. 

Je 2g Betain wurden in 100 cem Wasser gelést und nach Zusatz von 

2cem konzentrierter Schwefelsiure bzw. 4g Soda mit 2 g Kaliumperman 


ganat 5 Stunden am Wasserbad erhitzt. Aus den Reaktionsfliissigkeiten 
konnte nur reines Betain in hoher Ausbeute (85,5 bzw. 89°,,) isoliert werden 
Beim Zusatz von Permanganat zu der siedenden natronalkalischen Lésung 
des Betains destillierte keine Spur Trimethylamin tiber. 


y-Butyrobetain. 

Nach dem Vorgang von Linneweh* haben wir y-Butyrobetain durch 
die Reaktion von y-Chlorbutyroaéthylester mit Trimethylamin dargestellt. 
l5g des Esters wurden mit 25g 30°,iger alkoholischer Trimethylamin 
lésung wéhrend 24 Stunden im EinschluBrohr auf 100° erhitzt Die an- 


| Linneweh, Zeitschr. f. physiol. Chem. IS1, 42. 1929. 
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fanglich triibe, in zwei Schichten abgesetzte Fliissigkeit war danach 
homogen geworden. Sie wurde nach halbstiindigem Abdampfen am Wasser 
bad mit 30cem 15°,iger Salzsiure eingedampft. der gebildete Kristallbrei 
wurde zur Entfernung der Mutterlauge auf Tonteller gestrichen. 0.4 ¢ der 
Substanz gaben, in heibem, salzsiurehaltigem Wasser mit | g CGoldcehlorid 
versetzt. gelbrote Kristalle. 


0.1415 ¢ Substanz geben 0.,0574¢ Au... a get.: Au 40,56 
fir y-Butyrobetaingoldchlorid C,;H,.NO,AuCl, . ber.: Au 40,65 


0.3 ¢ des y-Butyrobetainhydrochlorids wurden durch Behandlung mit 
Silbersulfat in das Sulfat iibergefiihrt und mit 1 cem konzentrierter Schwefel 
sdure und 100 cem n/10 Kaliumpermanganat (1,5 Mol Sauerstoff) 5 Stunden 
am siedenden Wasserbad gehalten. Die nicht entfarbte Léosung ergalb bei 
der Titration mit n 10 Oxalséure einen Verbrauch von nur 6cem n 10 
Permanganat (0.1 Mol Sauerstoff). Nach Neutralisation mit Natronlauge 
wurde filtriert, das Filtrat am Wasserbad zur Trockne gebracht und er 
schépfend mit absolutem Alkohol extrahiert. Der Alkohol hinterlieB beim 
Verdampten 0.21 g¢ eines farblosen Sirups, der mit verdiinnter Salzséure 


und Goldchlorid schén_ kristallisiertes, analysenreines But yvrobetain 


goldchlorid ergab: 


0.1492 ¢ Substanz geben 0,0605g Au. . . . gef.: Au 40,55 
fiir 7-Butyrobetaingoldchlorid . . . . . . . . ber.: Au 40,65 


0.3 ¢ 7-Butyrobetainchlorid, mit 20 ccm Wasser und 10 cem starke1 
Natronlauge zum Nieden erhitzt, vermochten 6 cem n 10 Permanganat bei 
zweistitindigem Kochen nicht zu entfarben. Spuren tibergehenden Tri 
methylamins, die auch ohne Permanganatzusatz beim Kochen der Substanz 
mit Lauge gefunden wurden, deuten auf eine in geringem Umfange statt 
findende Verseifung der Substanz hin. 


Carnatin. 


Fir die Untersuchung des Carnitins haben wir das racemisch¢ 
Produkt verwendet. das bei der ersch6pfenden Methylierung der racemi 
schen y-Amino-f-oxybuttersiure mit Jodmethyl nach Tomita erhalten 


wird. Das aus wasseriger, salzsiurehaltiger Losung auskristallisiert: 
Goldchloriddoppelsalz wurde als Ausgangsmaterial fir die Versuct. 
verwendet. 
0.3000 g Substanz geben 0,1184g@ Au... . . . gef.: Au 39.47 
0.3445 g¢ = i SoS SS ee » Au 39,27 
fiir Carnitingoldchlorid C;H,,.NO,AuCl, . . . ber.: Au 39,35 


Zur Oxydation in saurer Lésung wurden 0,3 g Carnitingoldchlorid in 
100 cem Wasser gelést und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach Ent 
fernung des Goldes wurde das Carnitinchlorid mittels Silbersulfat in das 
Sulfat iibergefiihrt und die Lésung mit 1 ccm konzentrierter Schwefe! 
séure und 100 ccm n/10 Kaliumpermanganat versetzt. Nach 2!.stiindigem 
Digerieren auf dem Wasserbad wurde durch Zurucktitrieren mit n/10 
Oxalséure ein Permanganatverbrauch von 58,5cem n 10, entsprechend 
14.7.10-4g-Mol Sauerstoff festgestellt. Da 5.84. 10-4 ¢g-Mol Carnitin 
zugegen sind. hat dieses pro Mol 2.5 Mol O, aufgenommen. Die Reaktions 


fliissigkeit wurde mit Kalilauge neutralisiert, ausgefallener Braunstein 











450 W. Lintzel u. S. Fomin: 


abfiltriert und das Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand wurde wiederholt mit absolutem Alkohol ausgezogen, der 
beim Verdampfen weibe Massen hinterlieB}. Diese wurden in verdiinnter 
Salzsaure gelést und mit Goldchlorid gefallt. Die Analyse des sch6én 
kristallisierten Goldsalzes ergab ; 

0.1528 g Substanz geben 0.0658 ¢ Au... . gef.: Au 43,06° 

far Beteinwoldchiorid........-«... ber: Au 43,149 

In siedender, 10° iger Natronlauge geht der Angriff des Per- 
manganats auf das Carnitin auBerordentlich langsam vonstatten, wobei 
annihernd quantitativ Trimethylamin erhalten wurde. So wurden bei 
einstiindigem Kochen von 23,8 mg Carnitin ( 1.3 .10°4g-Mol) mit 
einem UberschuB von Permanganat 1,17 .10~* g-Mol Trimethylamin 
erhalten. Der dabei verbrauchte Sauerstoff ergibt sich aus den 
Zahlen der Tabelle VI zu 1,8 bis 2,5 Mol. 


Tabelle VI. 


Oxydation von Carnitin in alkalischer Losung. 





Permanganat zugesetzt Trimethylamin Tiniocimtall 
gefunden 
cem 1/10 10-4 g-Mol O» 10-4 e-Mol Trimethylamin 
1.0 0.15 0.082 1,8 
20 0,30 0.162 1,8 
4.0 0.60 0.304 2.9 
8,0 : 1,20 0,526 2.3 
16.0 2 AD 0,950 2.5 
24,0 3,60 1,170 Uberschub des Permanganat 


Uber den Gang dieser Oxydation lassen sich nur Vermutungen 
aufstellen. Sie diirfte wohl das f- und y-Kohlenstoffatom betreffen, 
wobei dann Zwischenprodukte entstehen, die in siedender alkalischer 
Lésung Trimethylamin abspalten. Carnitin selbst ist sehr widerstands- 
fahig gegen siedende 10°,ige Natronlauge und wird von dieser in 
1 Stunde nur zu 4% unter Trimethylaminbildung verseift. 

Trimethylamin. 

25 mg Trimethylamin wurden mit 1 cem konzentrierter Schwefelséure 
in 25cem Wasser gelést und mit 15cem n/10 Permanganat 10 Minuten 
zum Sieden erhitzt. Die nicht entfarbte Lésung wurde mit n/10 Oxal- 
siure zuriicktitriert, wobei sich ein Verbrauch von nur 0,6 cem n/10 Per- 
manganat ergab. In saurer Lésung wird Trimethylamin somit nur wenig 
angegriffen. 

Mit der gleichen Menge Permanganat wurde in sodaalkalischer 
Lésung sofort Braunstein gebildet. Nach Abtrennung der weniger 
methylierten Reaktionsprodukte mittels Formaldehyd wurden von 
25 mg Trimethylamin 21 mg zuriickerhalten. Bei Anstellung des 


Versuchs mit gréBeren Trimethylaminmengen wurden aus dem Destillat 
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Platinchloriddoppelsalze mit 44,11 und 40,85°, Platin erhalten, die 


anscheinend unreine Platinsalze von Ammoniak, Methylamin und 
Dimethvlamin darstellten. 


Zusammenfassung, 


1. Cholin, Acetylcholin, Neurin, Betainaldehyd, Betain, y-Butyro- 
betain, Carnitin und Trimethylamin werden in ihrem Verhalten 
gegentiber Kaliumpermanganat in saurer und alkalischer Lésung 
untersucht. 

2. Die beobachteten Reaktionen ergeben sich aus der folgenden 
Ubersicht. 


Verhalten einiger Trimethvlammoniumbasen bei der Einwirkung von 
Kaliumpermanganat in saurer und alkalischer Losung 





Reaktionsprodukte mit Kaliumpermanganat 
Untersuchte Substanz 
n saurer Lisung in alkalischer Lésung 

Cholin ; Betain l'rimethylamin 
Acetylcholin Betain 
Neurin Trimethylamin . 
Betainaldehyd Betain 2 Mol Trimethylamin 
Betain unverandert unverandert 
y-Butyrobetain . m 
Carnitin Betain lrimethylamin 


3. Die Reaktionen kénnen zum Teil als Grundlage fiir quantitative 


Bestimmungen der fraglichen Substanzen verwertet werden. 











Untersuchungen iiber Trimethylammoniumbasen. 


II. Mitteilung: 


Eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Lecithin in Organen. 


Von 
W. Lintzel und 8S. Fomin. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 15, Juni 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unter den Phosphatiden sind es, Lecithin und Sphingomyelin, die 
Cholin in ihrem Molekiil enthalten und daher im Rahmen von Unter- 
suchungen tiber Trimethylammoniumbasen von Interesse sind. Durch 
die dreifache Methylierung ist der Stickstoff dieser beiden Phosphatide 
gewissermaBen mit einem Index versehen, der die Unterscheidung von 
dem Stickstoff der anderen Phosphatide und sonstigen atherléslichen 
Substanzen erméglicht. 

Die Méglichkeit, eine Lecithinbestimmung auf den Cholingehalt diese 
Substanz zu begriinden, ist wiederholt erwogen worden. Die gravimetrische 
Bestimmung des Cholins in dem Hydrolysengemisch von Phosphatiden 
begegnet indessen erheblichen Schwierigkeiten, da die Isolierung des Cholins 
bei Verwendung kleiner Phosphatidmengen, wie sie fiir eine analytische 
Methode in Frage kommen, verlustreich sein muB8. 

Die Bestimmung des Aminostickstoffs im Phosphatidgemisch nach 
van Slyke ermédglicht eine indirekte Bestimmung des Lecithin-N, der sich 
als Differenz des Gesamtphosphatid-N und des Amino-N ergibt (vgl. T'hier- 
felder und Klenk*). 

Wir haben auf Grund des Verhaltens von Cholin gegeniiber Per- 
manganat in alkalischer Lésung?, wobei der Stickstoff in Form von 


1 Thierfelder u. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide. 
Berlin 1930. 
2 Lintzel u. Fomin, I. Mitteilung. 
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Trimethylamin abdestilliert und titriert werden kann, ein Verfahren 
ausgearbeitet, das 50 bis 100 mg Lecithin bzw. |] bis 2 mg Lecithin-N 


in organischen Substanzen zu bestimmen erlaubt 


Prinzip der Methode. 


In engem AnschluB an altere Methoden zur Gewinnung der Ge 
samt-Phosphatide aus Organen wird das Material zur Entziehung de: 
Wassers mit heibem Alkohol behandelt und erschépfend mit Petrol 
ather extrahiert. Der beim Verdampfen des alkoholischen Extrakts 
erhaltene Riickstand wird gleichfalls mit Petrolaither aufgenommen 
um etwa in freiem Zustande vorhandenes Cholin sowie Sphingomyelin 
auszuschlieBen. Die gesamte, in Petrolither lésliche Substanz wird 
nach Verjagen des Petrolathers mit alkoholischer Kalilauge verseift, 
mit Salzséure angesdiuert, und mit Petrolather geschiittelt, wodurch 
eine wiasserig-alkoholische Lésung, die neben dem Cholin vor allem 
Glycerin, Aminoathylalkohol und sonstige Stoffe enthalt, gewonnen 
wird, wahrend die Fettséuren mit der atherischen Schicht abgetrennt 
werden. Ein aliquoter Teil der wasserig-alkoholischen Lésung liefert, 
in siedender alkalischer Lésung tropfenweise mit Permanganat versetzt, 
quantitativ Trimethylamin aus dem anwesenden Cholin. daneben 
Ammoniak aus sonstigen N-haltigen Verbindungen. Fir die Be- 
stimmung des Trimethylamins neben Ammoniak haben wir ein ein 
faches Verfahren ausgearbeitet, das auf der von Delépine! beobachteten 
Tatsache beruht, dab Ammoniak, Methylamin und Dimethylamin mit 
Formaldehyd in alkalischer Lésung bei Zimmertemperatur nicht 
fliichtige Verbindungen ergeben, wahrend Trimethylamin frei bleibt 
Wir treiben das Trimethylamin durch einen Luftstrom in n 50 Schwefel 
siure liber und titrieren es hier mit n/50 Trimethylamin unter Ve 
wendung von Phenolphthalein als Indikator. Es ergibt sich so die Menge 
des Lecithinstickstoffs, aus der die Menge des Lecithins durch Multi 
plikation mit 50 unter der Annahme berechnet werden kann, dali 
Lecithin nahe bei 2°, Stickstoff enthalt. 


Ausfiihrung der Methode. 


Wir beschreiben die Methode am Beispiel des Eidotters. von dem sie 
in sinngemaBer Weise auf Organbrei und andere Substanzen tibertragen 
werden kann. Ein Eidotter vom Hihnerei, der etwa lig wiegt, liefert 
Material fiir fiinf Parallelbestimmungen Er wird in 50cem kalten. absoiuten 
Alkohol eingeriihrt, der alsbald von dem flockigen Niederschlag durch 
ein glattes Filter in eine 200 ecm fassende Porzellanschale abgegossen wird. 
Der Dotter wird nun wiederum mit 25cem absolutem Alkohol versetzt 


1 Delépine, C.r. Acad. Sci. 122, 1064, 1896. 
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und 5 Minuten auf dem siedenden Wasserbad digeriert. Der Alkohol wird 
gleichfalls durch das Filter abgegossen und das Verfahren mit der gleichen 
Alkoholmenge wiederholt. SchlieBlich wird der Dotter, der inzwischen 
farblos geworden ist. auf dem Filter gesammelt und mit 25 cem Athylather 
zur Verdrangung des Alkohols tibergossen. Wahrend nun die gesammelten 
alkoholisch-atherischen Filtrate auf dem Wasserbad zur Trockne eingedamptt 
werden, wird die Dottersubstanz mit Filter auf einem groBen Uhrglas im 
Trockenschrank bei 65° getrocknet. Der Trockenriickstand des Filtrats 
wird sodann mit im ganzen 50 ccm Petrolather wiederholt behandelt und 
zur Entfernung von Wasserspuren mit einer Messerspitze Chlorcalcium 
versetzt. Die PetrolatherlOsung wird durch das bereits zuvor verwendete 











; 


\W 


Abb. 1 

















Filter direkt in den Kolben eines Extraktionsapparats nach Sowvh/et hinein- 
filtriert, wahrend die trockene Dottersubstanz in die Extraktionshiilse 
eingefiillt wird. Der zur Lé6sung des Riickstands der alkoholischen Filtrate 
verwendete Petrolather wird so zugleich auch fiir die nun folgende Extraktion 
des Dotters verwendet. die bis zu 6 Stunden dauern mub. SchlieBlich 
findet sich das gesamte Lecithin mit den tibrigen’ petrolatherloslichen 
Stoffen im Kolben des Extraktionsapparats. Die Petrolatherl6sung wird 
nun in einem MeBkolben auf 50 cem aufgefiillt, je LO cem davon werden 
abpipettiert und fiir die Lecithinbestimmung verwendet, so dab geniigend 
Material fiir die Bestimmung des Gesamtphosphatidphosphors usw. zur 
Verfiigung steht. Eine im Petrolather mitunter sich bildende Triibung 
wird nicht abfiltriert. sondern durch Umschiitteln verteilt. 


Zur Lecithinbestimmung werden 10 cem der Petrolatherl6sung in einen 
graduierten Reagierzylinder von LOO cem Fassungsvermégen gebracht und 


auf dem Wasserbad eingedamptt. Sodann werden 15 ccm einer LO igen 
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alkoholischen Kalilauge zugesetzt, die durch Autlosen von lO g Kalium 
hydroxyd in Schuppen (AKahlbaum) in etwa 95 cem Alkohol Ofters frisch 
bereitet wird. Der Zylinder wird mit einem Korkstopfen verschlossen und 
eingestellt. Ein Verlust 


0 


1 Stunde hindurch in ein Wasserbad von etwa 70 
von Trimethyvlamin durch Verseifung von Cholin ist hierbei nicht zu be 
fiirchten. Wir fanden, da 
wasseriger Natronlauge nur zu 0,5 verseift wird, bei 70° und in alkoholi 


>} Cholin bei eimstiindigem Kochen mit 10° iger 


scher Lésung diirfte der Verlust noch erheblich geringer sein. Das Verseitungs 
gemisch, das durch ausgetallene Seifen getriibt sein kann, mub auf Zusatz 
von lO cem Wasser vollkommen klar werden. Mit 15 c¢em starker Nalz 
siure (konzentrierte Salzsaure und Wasser zu gleichen Teilen) wird an 
gesauert. nach dem Abktihlen wird mit 20 cem Petrolather geschiittelt 
Nach einigem Stehen zeigt die atherische Schicht eine scharte Trennungs 
linie gegentiber der vollkommen klaren wisserig-alkoholischen Losung 
die das aus dem Lecithin abgespaltene Cholin enthaélt. Durch Zusatz von 
Wasser wird die Grenzlinie auf ein bestimmtes Volumen, z. B. 60 com 
eingestellt. Mit einer 50 cem-Pipette wird nun die a&therische Schicht 
durchstoBen und der Hauptteil der wasserigen Léosung aufgenommen und 
in den 750 ccm tassenden Kjeldahikolben gebracht, der zu der Apparatu 
fiir die Cholinbestimmung (Abb. 1) gehort. 

Diese besteht zunachst aus einem Rundkolben, in dem Wasserdampt 
entwickelt wird. Der Dampf wird in den Kjeldahlikolben geleitet, der dis 
zu untersuchende Cholinlésung und 25cem Kjeldahllauge enthalt. Die 
Dampte treten durch einen Tropfenfanger in einen absteigenden Kiuhlet 
und gelangen in eine 200 cem fassende, tiefe Porzellanschale, die mit 5 cem 
1°. iger Salzsiure beschickt ist. Wahrend des Einleitens von Dampf wird 
der Kolben zugleich durch eine mittlere Flamme direkt erhitzt, so dal das 
Fliissigkeitsvolumen konstant bleibt oder etwas abnimmt. 


Zunachst geht nun der Alkohol in die Vorlage ibe Nach 5 bis 
10 Minuten kraftigen Siedens, wenn etwa 25 ccm Destillat und damit die 
Hauptmenge des Alkohols tibergegangen sind, wird mit dem Zusatz von 
Permanganat begonnen. Hierzu dient eine an dem Dampteinleitungsrohr 
angeschmolzene Allonge, die einen Gummistopfen mit einem graduierten 
Hahntrichter tragt (vgl. Abb. 1). Nachdem die ersten Tropten Permanganat 
sehr langsam zugegeben sind, wird das Zutropfen allmahlig so beschleunigt, 
daB etwa pro Sekunde ein Tropften fallt. Der Permanganatzusatz und di 
Destillation werden beendigt. wenn die durch ausgetallenen Braunstein 
rein braun gefarbte Fliissigkeit eine schmutzig-griinliche Farbe annimmt 
und ohne weiteren Permanganatzusatz einige Minuten beibehalt Man 
erkennt die Griinfarbung mit Sicherheit, wenn man Dampfzufuhr und ke 
hitzung abstellt und den Braunstein absitzen labt Der Permanganat 
verbrauch wechselt mit der Menge der oxydierbaren Substanzen, besonders 
des Glycerins, die sich in der Lésung befinden. Bei der Verarbeitung von 


ein Fiinftel Eidotter mit etwa | g Rohfett waren 25ccm einer 3° igen 
Kaliumpermanganatlésung erforderlich. Ist weniger Fett zugegen, wird 


zweckmaBig eine schwachere PermanganatlOsung verwendet. so dab det 
Verbrauch gleichfalls in der GréBenordnung von 20 bis 25 ecm liegt Kin 
UberschuB8B von Permanganat ist ohne Belang. 

Das sauere, Ammoniak und Trimethvlamin§ enthaltende Destiilat 
von dessen Reaktion man sich durch Eintauchen eines Streifens Lackmus 


papier tiberzeugt, wahrend der Zusatz eines Indikators unzweckmaBiyg ist 


wird nun am Wasserbad auf geringes Volumen oder zur Trockne eingedamptt 
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Zur Abtrennung und quantitativen Bestimmung des Trimethylamins 
wird ein Apparat (Abb. 2) verwendet, der dem von Folin zur Bestimmung 
des Harnammoniaks verwendeten ahnlich ist. Durch das Trichterrohr wird 





























Abb. 2 


der erste Zylinder mit 5cem Kjeldahllauge, einigen Tropfen Phenol- 
phthalein und etwas Amylalkohol (iso, reinst fiir analytische Zwecke Aa/l- 
baum) zur Verhinderung des Schéumens eingefiillt. Der Riickstand des 
Destillats wird mit Formaldehydlé6ung (35°, D. A.B. 6) aufgenommen 
und gleichfalls eingefiillt, die Porzellanschale wird noch zweimal mit Form- 
aldehyd nachgespilt, so daB im ganzen 20ccm Formaldehydlésung ver- 
wendet werden. Unbedingt,zu vermeiden ist es, die saure Formaldehvd- 
lésung direkt in den Zylinder zu geben, da die an der Wandung haftenden 
Trépfchen Ameisenséure abdestillieren wurden. Der zweite Zylinder wird 
mit 20 cem n/50 Schwefelséure und einigen Tropfen alkoholischer Phenol- 


phthaleinlésung beschickt. Das Verbindungsrohr tragt eine Glaskugel, 
die mit Watte lose ausgestopft ist und das Ubergehen von Fliissigkeits- 
teilchen verhindert. Mittels einer Wasserstrahlpumpe wird ein anfangs 


schwacher, dann sehr kraftiger Luftstrom durch das System gesaugt. Wir 
betreiben vier solcher Apparate, die in einem stabilen Holzgestell an- 
geordnet sind, mit einer Pumpe. Die Vorschaltung einer Gaswaschflasche 
diirfte sich in der Regel eriibrigen. 

Nach 1 Stunde ist das Trimethylamin quantitativ in die Vorlage 
iibergetrieben, die alsbald mit n/50 Trimethylamin titriert wird. Ein Stehen- 
lassen der Vorlage, etwa tiber Nacht. ist unzuladssig, da mitiibergegangener 
Formaldehyd zur Bildung von Ameisenséure und zu einem Titrationsfehler 
AnlaB geben wiirde. Wir titrieren mit Trimethylamin und Phenolphthalein. 
weil hierbei der Umschlag bei einer Reaktion erfolgt, bei der Ammoniak in 
Gegenwart des iibergegangenen Formaldehyds nicht mittitriert wird. 
Diese Titration gibt somit eine weitere Sicherheit, da8 nur Trimethylamin, 
d. h. Lecithin-N zur Titration kommt. Bei der Berechnung des Ergebnisses 
ist zu beriicksichtigen, daB nur ein Teil des Verseifungsgemisches zur Analy se 


verwendet wurde. 


Um unsere Formaldehydmethode zur Trennung von Trimethyl- 
amin einerseits, Ammoniak, Methylamin und Dimethylamin anderer- 
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seits zu priifen, haben wir Lésungen, die bekannte Trimethylaminmengen 


und Beimischungen (Tabelle 1) 


Bestimmung von 


Trimethylammoniumbasen. II 


dieser 


Stoffe enthielten, untersucht 


Tabelle I. 


Trimethyvlamin neben Ammoniak, 


Dimethvlamin 


Methvlamin 





Zusatze 
mg N 


200 NHs-N . 
200 NHg-N-. 
200 NH,-N . 
200 NH;-N . 
200 NH,-N . 
400 NH,-N 

400 NH,-N 


Anwesend 


10 Methylamin-N . 
10 Dimethylamin-N . 


200 Ammoniak-N 
Desgleichen 

1000 mg NH,-N 
1000 mg NH,-N 


Es zeigt sich hier, daB die Methode den Anspriichen durchaus 
geniigt, selbst wenn das gesuchte Trimethylamin mit der 200fachen 


Gefunden 


Trimethylami! 


rrimethylamin 


m mg 
OO 

1.15 1.23 
2 36 2,38 
3.54 3,65 
4,72 4.85 
5.90 6.03 
7.08 7.20 

| 2 36 2.54 
4.72 4.83 
oa 0.0 
4,72 4.85 


° 4 ° e ° 
Menge Ammoniak und *‘Aminen vermischt ist. 


Die Cholinbestimmung haben wir gleichfalls in der Weise gepriift 
daBs wir eine bekannte Cholinlésung, 
nach Entfernung des Goldes mittels Schwefelwasserstoff hergestellt 


worden war, untersuchten und der Lésung andere N-haltige Substanzen 


wie Harnstoff, 


Harnsiure 


zusetzten (Tabelle 11). 


und Kreatin, ferner auch 


Tabelle II. 


Bestimmung von Cholin. 


N 


Otho G0 & Oo he 


IO bo bo 


die aus reinem Cholingoldchlorid 


Traubenzucker 





Zusitze 


mg 


50 Harnstoft 
10 Harnsaure 
5 Kreatin. 
28 Glueose 


Desgleichen 


Anwesend 


r n-N Ct “N 
1.09 1.09 
2.18 2,12 
3,27 3,23 
2.18 2,109 
2.18 2.09 
2.18 2.24 
218 210 
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Die Cholinbestimmung liefert hiernach bhefriedigende Werte, auch 
wenn die Substanz mit stickstoffhaltigen und stickstofifreien Stoffen 
vermischt ist. 

SchluBbemerkung. 

Lecithinbestimmungen nach dem beschriebenen Verfahren haben 
wir in Lecithin ex ovo (Kahlbaum), Sojalecithin (Hansamiihle), Eidotter 
und im Organbrei ganzer Ratten ausgefiihrt und gute Ubereinstimmung 
der Parallelbestimmungen bekommen. Versuche mit Zusatz von chemisch 
reinem Lecithin haben wir bisher nicht ausgefiihrt. 

Der Nachteil der langen Dauer des Verfahrens, namentlich der 
Extraktion der Gesamtfette, wird dadurch gemildert, dal} man vier 
Doppelbestimmungen, d.h. acht Analysen im Serienversuch, gleich- 
zeitig ausfiihren kann, wobei nur die Permanganatoxydation groBere 
Aufmerksamkeit erfordert und mit einem Apparat nacheinander aus- 
zufiihren ist. Fir vier Doppelbestimmungen werden 1’), bis 2 Tage 
benétigt, wobei jedoch die Zeit des Untersuchers nicht voll in Anspruch 
genommen ist. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode zur Bestimmung des Lecithins in Organen 
beschrieben, die auf der Bestimmung des im Lecithin enthaltenen 
Cholins bzw. des daraus entwickelten Trimethylamins durch Titration 
beruht. Fir die Analyse sind | mg Lecithinstickstoff byw. 50 mg 


Lecithin erforderlich. 














Mono-methylither und Mono-ithylither des Dioxyacetons. 


Von 
Irene Stephanie Neuberg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegange nam IS Juni 1931.) 


Dioxyaceton muB sich gleich den anderen Zuckern an einer det 
Hydroxyl-gruppen alkylieren lassen. Dieser Versuch selbst ist noch nicht 
ausgefiihrt, wohl aber konnte ich, vom x«-Mono-methyldther und vom 
4-Mono-dathyldather des Glycerins (Lu. 11) ausgehend, zum Mono-methyl 
dther (111) sowie zum Mono-ath yldther (IV) der Ketotriose gelangen 

I. CH,.OH CH .OH—CH,.OCH,, 
Il. CH,. OH—CH . OH—CH,. OC,H;, 
iI. CH,. OH—CO CH, - OCHs, 
, IV. CH,.- OH—CO—CH,.OC,H 


Auf doppeltem Wege ist das Ziel erreichbar: 


1, Chemisches Verfahren, 


Glycerin-x-mono-methylin (111) sowie Glycerin-%-mono-athylin (LV) 
vermag man genau wie nicht verathertes Glycerin durch Brom 
Soda-lésung zu oxydieren. Nach Ansauerung und Beseitigung des 
iiberschiissigen Halogens kann man mit 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin 
die entsprechenden Hydrazone des Dioxyaceton-mono-methylathers 
sowie des Dioxyaceton-mono-ithylathers in der Kalte ausfaillen. Schon 
kristallisierte Substanzen; citronengelbe Nadeln vom Schmelzpunkt 175 
bzw. 171°. 

2. Biochemische Darstellungsweise. 

Seit den Untersuchungen von G. Bertrand ist bekannt, dali be 
stimmte mehrwertige Alkohole durch das in die Gruppe der Essig 
bildner gehérige Bacterium xylinum zu den entsprechenden z-Ketosen 
oxydiert werden k6nnen. Ke ineswegs alle Polvalkohol unte rliege I 
dieser physiologischen z-Oxydation 


Es war nicht vorauszusehen, wie sich die verdtherten Polyalkohol 


gegen das biologische Agens verhalten wiirden Ich habe festgestellt, 
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s 


daB sowohl Glycerin-z-monomethylin als Glycerin-z-monoathylin bio- 
chemisch zu den entsprechenden alkylierten Zuckern oxydiert werden 
An Stelle von Bacterium xylinum (Sorbose-Bakterium) verwendete ich 
zumeist die von Aluyver und De Leeuw geziichtete Mikrobe Aceto- 
bacter suboxydans, die nach den genannten Autoren und nach einer 
Untersuchung von Vissert 't Hooft die Eigenschaft besitzt, den einmal 
gebildeten Zucker nicht weiter zu oxydieren. Die mit diesem Klein- 
lebewesen erzeugten Zucker wurden als 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazone 
isoliert. Sie glichen den bei der Oxydation mit Brom gebildeten 
K6érpern und waren leicht aus der Kulturfliissigkeit! in analysen- 
reinem Zustande zu isolieren?. 

Durch Zerlegung der Hydrazone kann man die freien Zucker er- 
halten. Sie reduzieren Fehlingsche Lésung schon in der Kalte. Diese 
bisher unbebannten Substanzen sind ganz verschieden von den in 
/-Stellung acetalisierten Verbindungen, die den Charakter von Gluco- 
siden aufweisen. Den Mono-methylather des Dioxyacetons habe ich 
bereits in kristallisiertem Zustande gewonnen. Ausfiihrliche Angaben 
sowie Anwendungen des Verfahrens zur Herstellung anderer alkylierte: 
Zucker bleiben weiteren Untersuchungen vorbehalten; auch di 
Kondensation von Mono-athern des Dioxyacetons soll verfolgt werden 

Versuche mit abgetéteten Erregern und ihren Fermenten, die aus 
sichtsvoll sind, miissen fortgesetzt werden 

* Die Mutterlaugen der Hydrazone. die sowohl beim biochemischen 
Verfahren als beim rein chemischen Vorgehen abfallen. kann man auf die 


entsprechenden Osazone verarbeiten, indem man die Fliissigkeiten einige 
Zeit bei Zimmertemperatur oder 28° aufbewahrt; die Osazone scheiden 


sich als rétlich gefarbte, in Wasser schwer lésliche Substanzen ab. 











Zur Methodik der Harnsiurebestimmung im Blutserum. 


Von 
(Alfred Blankenstein. 


(Aus dem Laboratorium des Rheumaforschungsinstituts beim Landesbad 


der Rheinprovinz, Aachen.) 


( Eingegange nam 16. Juni 1931.) 


Das grundlegende Prinzip saimtlicher Methoden zur Bestimmung 
der Harnsaure im Blutserum ist ihre Eigenschaft, in geeigneten Medien 
quantitativ zu Allantoin oxydiert zu werden. Die groBe Zahl der vor- 
handenen Bestimmungsmethoden erklart sich leicht aus den vielen 
Schwierigkeiten, die dabei auftreten, wenn man die Harnsaure 
quantitativ isolieren will, bzw. aus der Notwendigkeit eines geniigend 
spezifischen Harnsaurereagens, wenn man eine kolorimetrische ,Methode 
anwenden will. 


Viele indirekte Methoden verwenden Zul Tsolierung der Harnsaéure 
ihr Silbersalz, das von Folin und Wu (1) durch Natriumchlorid in alkalische 
Lésung, von Autenrieth und Quantme yer (2) mit Schwefelwasserstoff zersetzt 
wird. Morris und Macleod (3), und ebenso Harpuder (4) fallen die Harn- 
siure mit Chlorzink und Soda. 

Zur EnteiweiBung, die bei direkten und indirekten Methoden notwendig 
ist, kam eine ganze Reihe von Methoden zur Anwendung. Am haufigsten 
wurde die EnteiweiBung nach Folin und Wu (1) mit Natriumwolframat und 
Schwefelséure verwandt,. deren Konzentrationen im weitesten MaBe variiert 
wurden. AuBerdem findet sich EnteiweiBung mit Uranylacetat bei Harpuder 
und Flatow (5), sowie mit Trichloressigsdure bei Grigaut (6). Autenrieth und 
Quantme yer (2) enteiweiBen mit Hilfe von Essigséiure und Natriumacetat 

Die eigentliche Bestimmung der Harnsdure, die fast immer auf kolori 
metrischem Wege erfolgt. geht iiberall auf die Blaufarbung zuriick, di 
auftritt, wenn Phosphorwolframsaure in alkalischer Losung reduziert wird, 
und die zuerst von Folin und Denis (7) verwandt wurde. Benedict (8) und 
nach ihm vor allem Morris (3) verwenden ein Arsenwolframséurereagens, 
das gegeniiber dem Folinschen den Vorzug aufweist, daB es sich bereits 
in der Kaélte quantitativ reduzieren laBt. (Ein Ersatz der beiden Reagenzien 
durch Phosphormolybdénsaéure wurde wegen ungeniigender Spezifitat nicht 
vorgenommen.) R. Viladescu (9) ersetzt die Kolorimetrie durch Titration 
der mit Harnsaéurereagens gefarbten Lésungen mit Chlorwasser. Ein ganz 
neues Verfahren zur Bestimmung der Harnséure verwendet Flatow (5). 
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Er benutzt die stéchiometrisch verlaufende Oxydation der Harnsaéure mit 
Ferricyankali in alkalischer Lésung. Den UberschuB des Oxydationsmittels 
titriert er mit indigoschwefelsaurem Natrium zuriick. 


Wie aus obiger Zusammenstellung ersichtlich ist, hat auch in den 
letzten Jahren noch die Zahl von Harnséurebestimmungsmethoden (bzw. 
von Modifikationen solcher) weiter zugenommen. Besonderes Interesse 
muBten dabei die Arbeiten Folins erfahren, der in letzter Zeit auBer einer 
Mikromethode [folim und Svedberg (10)]| ein Verfahren zur Herstellung von 
Harnsdéurereagens frei von Phenolreagens (11) und eine auf der Wirkungs- 
weise dieses Reagens beruhende Makromethode (12) veréffentlichte. Eine 
Moditikation der Methoden von Folin, Benedict und Morris stellt die Methode 
von Thannhauser (13) dar. Die beiden Titrationsmethoden von Vladescu 


und #latow wurden bereits erwahnt. 

Trotz der groBen Zahl der Ver6ffentlichungen zur Harnsiaure- 
bestimmung, die oben bei weitem nicht alle Erwaihnung fanden, war 
fiir die praktische Durchfiihrung einer Kontrolle der Methoden die Aus- 


wahl verhaltnismabig klein. Da Folin durch seine neuen Arbeiten 
selbst die Unzulanglichkeit seiner friiheren Methoden dartut, brauchten 
dieselben nicht beriicksichtigt zu werden!. Ebenso eriibrigte die 


Thannhausersche Methode eine allzu umfangreiche Beschaftigung mit 
den Methoden von Morris und Benedict. Grober Wert mubte dagegen 
auf die Priifung der auch im Prinzip neuen Titration nach Flatow 
gelegt werden. 

Uysere Arbeit hatte neben Paraljelbestimmungen in gleichen Seren 
auch Zusatzversuche zu;behandeln, wobei sowohl die relativen wie 
absoluten Werte Schliisse auf die Brauchbarkeit der Methoden zu ziehen 
gestatten wiirden. Durch Kombination von Einzelheiten der ver- 
schiedenen Methoden muBte es méglich gemacht werden, etwaige 
Fehler zu vermindern. 

Das iiberaus groBe Serummaterial wurde mir von den Herren 
Arzten des Landesbades, sowie von Herrn Dr. R. Herz vom Stadtischen 
Elisabethkrankenhaus, Aachen, zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch 
an dieser Stelle bestens danke. 

Bevor auf die Ausfiihrung unserer Versuche eingegangen wird, seien 
in Kiirze die angewandten Me!hoden, soweit sie nicht leicht zuganglich 
sind, angeftihrt: 


I. Methode der Harnsiiurebestimmung nach Thannhauser (13). 
Re agen zen. 


1. Arsenphosphorwolframsdure nach Benedict. 100 g Natriumwolframat 


in 600 cem destillierten Wassers lésen 50 g reine Arsenséure (As,Q,;) 


Erfahrungen im Laboratorium des Rheumaforschungsinstituts gehen 
dahin, daB die nach der Methode von Folin undWu ermittelten Harnsaure- 
werte im Durchschnitt 2 mg-°, weniger betragen als die nach der Methode 
von Thannhauser bestimmten. 
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25ecem 85° 1ige Phosphorsaure 20 ccm konzentrierte Salzsiure (spez. 
Gew. 1,19). 20 Minuten kochen, abkiihlen und auf | Liter auffiillen 

2. 18 iqe Natriuwmeyanidlésung in n/10 NaOH. 100 ¢ reines NaCN 

werden in 670 cem n 10 NaOuH gelodst Erst nach 2 Wochen verwendbar! 


)}. Harnsdurestandardlésung nach Folin. 10000 ¢ reine Harnsaure 
wird mit einer Lésung von 0,5 g¢g LiCQO, in 150 cem destillierten Wassers 
von 60°C in einen Literkolben gebracht. Auf 400 bis 500 com mit Wasser 
auffillen! 25cem 40°, iges Formalin und 3 cem Eisessig zusetzen! Gut 
schiitteln und auf | Liter auffiillen 

$. 10° ige Natriumwolframatlésuna (Merck) 


a. * vi Sechue felsdure 


Austiihrung der Bestimmung 


Enteiweibung: In 100 cem-Kolben werden 5cem Serum gebracht 


etwa 75 ccm Wasser 5cem Loésung 4 5cem Loésung 5 Auffillen, 
gut schiitteln und nach ', Stunde filtrieren. (Serumverdiinnung | : 20 
Vom Filtrat 80 cem in 100 cem-Kolben 5cem Losung 2 2 com 
Losung 1. Auf 100 ccm mit Wasser auffiillen. (Serumverdiinnung | : 25) 


Standardlésung: 10 cem Lésung 3 auf 100 cem verdiinnen. Davon 


2cem in 100 eem-Kolben 75cem Wasser 5cem Loésung 2 2 ccm 
Léosung 1. Mit destillertem Wasser auf 100 cem auffiillen. Nach 5 Minuten 
mit EnteiweiBungsfiltrat im Kolorimeter nach Dubosq vergleichen. Stan 
dardlésung aut 20 mm stellen. 
Il. Harnsiurebestimmung nach Folin (11) (12 
1. Natriumcyanidharnstofflédsung. 60g¢@ NaCN (Merck granuliert) in 


700 com Wasser lésen, mit 300 ¢ Harnstoff verriihren und 5 Minuten mit 


5g CaO schitteln. UberschuB des CaO durch gepulvertes Na,HPO, 
enttfernen. 


2. Harnsdurereagens (frei von Phenolreagens). 100 g Natriumwolframat 

200 com Wasser in 500 cem-Kolben lésen. Unter Schiitteln und mit 

guter Kiihlung mit 20 ccm 85°, iger Phosphorséure versetzen. 20 Minuten 
langsam Schwefelwasserstoff durchleiten. Zuletzt 10 cem Phosphorsaurs 
zutiigen. Filtrieren. (Die ersten 40 cem Filtrat zuriickgieBen Kinige 


Minuten mit 300 cem Alkoho!l schiitteln. Die untere Schicht in gewogenen 
Kolben von 500 cem bringen und mit Wasser auf 300 ¢ erganzen Kinige 


Minuten zur Entfernung von H,S kochen. 20 cem 85°,ige Phosphorsaure 


zusetzen und | Stunde sanft am RuckfluBkiihler kochen. Mit einigen 

Tropfen Brom entfarben, dessen Uberschu8 durch Kochen entfernt wird 

Inzwischen 12g Lithiumcarbonat mit 20ccm 85°,iger Phosphorsaure 

iibergieBen und in 150 cem Wasser lésen. ( QO, wegkochen Diese klare 

Lésung kiihlen und, mit der Reagenzlésung vereinigt. auf | Liter aut 

fiillen. (In farbiger Flasche lange haltbar. 
>. Harnsdurestandardlésung. 1.0000 ¢ Harnsaure mit warmer Losung 


von 0,6 g Li,C QO, in 150 cem Wasser in eine angewaérmte 1-Liter-MeBfla 
spiilen. Flasche abkiihlen. 20 cem 40°. iges Formalin und soviel Wasser 


zufiigen, daB die Flasche halb gefiillt ist. Ein Tropfen Methylorange und 
25cem n Schwefelséure zugeben. (Der Umschlag soll erfolgen, wenn 1 
2 bis 3cem H,SO, in der Pipette sind.) Schiitteln, auffiillen und in 


schlieBender Flasche aufbewahren. Zum Gebrauch wird | cem aut 
verdiinnt, so daB 1 cem dieser Losung 0.004 mg Harnsaure enthalt 


9 
oth 
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4. 15g wassertfreies Natriumsultat 6 g¢ Natriumwolframat in 1 Liter 
Wasser. 

5. '/,n Schwefelsdure. 

Enteiweipung. 

Zu 40 cem Loésung 4 fiigt man 5cem Blut hinzu. (Da es bei unseren 
Untersuchungen lediglich auf das Serwm ankam, verwandten wir aus- 
schlieBlich Serum statt Blut.) Man schiittelt 5 Minuten oder langer. Unter 
standigem Schiitteln werden langsam 5ccm Lésung 5 zugefiigt. Zentri- 
fugieren. (Wir filtrierten die Lésung ab, da ein Verstopfen des Filters bei 
Serum nicht zu betiirchten war.) Serumverdiinnung |: 10. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Je 5ceem EnteiweiBungsfiltrat und Lésung 3 werden in zwei 25-ccm- 
Kolben gefiillt. 5cem Lésung 1 und | cem Lésung 2 hinzufiigen. Nach 
4 Minuten in siedendes Wasser tauchen. Nach 2 Minuten abkiihlen, auf- 
fiillen und kolorimetrieren. Die Standardlésung entspricht 4 mg- 


Ill. Harnsiurebestimmung nach Folin und Svedberg (Mikromethode) (10), 


1. 10g wasserfreies Natriumsulfat und licem 10°. ige Natrium- 
wolframatlésung zu 500 cem Wasser lésen. 
2. 12 cem ?#/,n Schwefelséiure auf 100 cem verdiinnen. 


Enteiwe iBung. 

4cem Lésung | in Zentrifugenglas mit 0,2 cem Blut (wir verwandten 
nur Serum) mischen. Nach 15 Minuten 1 cem Lésung 2 zusetzen, umriihren 
und nach 5 Minuten scharf zentrifugieren. 

Die Ausfiihrung der Bestimmung entspricht ganz der Makrobestimmung 
nach Folin, mit dem Unterschied, da8 nur 4cem Zentrifugat verwandt 
werden, und daB die Standardlésung 1 mg Harnséure in 500 ccm Wasser 
enthalt. Stellt man die Kolorimeterseite der Standardlésung auf 20 mm, 
so ist die Berechnung: 


Standard (20 mm) 


: 1,25 xzmg-°,, Harnsaure. 
Versuchslésung 


[V. Harnsiurebestimmung nach Vladeseu (9). 
EnteiweiBung mit Wolframat. 


In einem Becherglas werden a cem Enteiwei®ungsfiltrat 0,1 mg 
Harnsaéure mit 1 ecm Phosphorwolframsaurereagens und 4 ccm gesattigte! 
Sodalésung versetzt. Nach 2 Minuten entfarbt man die Lésung mit Chlor- 
wasser, das aus einer Mikrobiirette entnommen wird. (Der Verbrauch 
sei neem.) Man wiederholt die Titration mit zwei a@ccm des Filtrats. 
(Der Verbrauch sei ™ cem.) Bezeichnet x die Anzahl Milligramme in | cem 
Blut, so ist: 


a.xr+O1 n 0.1 m 
= . ; : 
2aa m (2n — m)a 


V. Harnsiurebestimmung nach Morris und Macleod (3). 


l. Arseno-18-Wolframsdurelésung. 100 ¢ Natriumwolframat — 125 ¢ 
As,O; + 650 cem Wasser werden 2 bis 4 Stunden gekocht. Nach dem 











Harnsaurebestimmung im Blutserum. 465 


Abkithlen wird mit Bromwasser entfarbt. tiberschiissiges Brom wird weg- 
gekocht. Auf 1 Liter auffiillen. 

2. 2.5°.ige Zinkchloridlésungd. 

3. 10°. ige Sodalésung. 

4. 10° ige Salzsdure. 


o. Standardharnsdure losungd nach Benedict 


Ente wreripung, 


1 Volumen Blut bzw. Serum 7 Volumen Wasser | Volumen 
10°. ige Natruimwolframatlésung 1 Volumen ?,,n Schwefelsadure. (Serum 
verdiinnung 1: 10.) 


Austiihrung der Bestimm ung. 


25cem klares Enteiweibungsfiltrat werden im Zentrifugenglas mit 
Wasser auf 40 ccm aufgefiillt. Man mischt mit leem Lésung 2, macht 
gegen Lackmus mit 1 cem Lésung 3 alkalisch. riihrt um und zentrifugiert 
2 Minuten. Nach AbgieBen der Fliissigkeit wird der Rest mit 3 bis 4 Tropfen 
Lésung 4. 5cem Wasser und 2,5cem 10°,iger NaCN-Lésung quantitativ 
in einen 25-cem-Kolben gebracht. Man fiigt 5 cem Lésung | hinzu, schiittelt, 
fullt auf und kolorimetriert nach 10 Minuten. Von der Standardlésung 
bereitet man zwei Proben, indem man 0,5 bzw. 1,0 cem Lésung 5 mit je 
30 cem Wasser 5cem 10°.iger NaCN-Lésung und 1,0 cem Lésung 1 in 
zwei 50-cem-K6lbchen bringt. auffiillt, schiittelt und nach 10 Minuten 
kolorimetriert. ' 


Experimenteller Teil. 
1. Kontrolle der Enteiwe Bunge n nach Tannhauser und nach Flatow 


Bei einem Vergleich der Methoden von Thannhauser und von 
Flatow war zunachst zu_ beriicksichtigen, daB die Enteiweibung bei 
beiden in verschiedener Weise vorgenommen wurde, das also Unter- 
schiede im Ergebnis nicht nur durch die Methoden selbst hervorgerufen 
sein kénnten. 


Thannhauser enteiwei®Bt (nach Benedict), indem 5ccm Serum mit 
Wasser auf 80 cem verdiinnt werden. Unter Umschiitteln werden 5 ccm 


10°. ige Natriumwolframatlésung hinzugefiigt. Durch 5 cem */,n Schwefel 
siure, die langsam unter starkem Schiitteln hinzugefiigt werden, wird dic 
Wolframséure und mit ihr das Eiwei®B niedergeschlagen. Man fiillt auf 


100 cem auf. Die Verdiinnung des Serums betragt 1 : 20. 

Flatow verdiinnt 5 cem Serum mit 15 cem Wasser und fallt das Eiweib, 
indem er 5cem 1,65°,ige Uranylacetatlésung hinzufiigt. Die Verdiinnung 
des Serums betragt 1: 5. 

Wahrend die von Thannhauser geforderte Verdiinnung. |: 20, ohne 
weiteres auch bei der EnteiweiBung mit Uranylacetat zu verwirklichen war, 
muBte der praktische Versuch die eventuelle Brauchbarkeit der Ent- 
eiweiBung mit Wolframsaure. bei Beriicksichtigung der fiir die Titration 
erforderlichen Verdiinnung |: 5, erst ergeben. 
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Tabelle I. 





a . Uranyl- 3 
Nr, Serum Wasser Wolframat H,S0O, pn tt aus a Harnsdure 
ecm ecm eem ecm ecm auf ccm mg-" 

1 5 75 5 5 — 100 1:20 

2 5 15 5 25 se. 

3 5 10 5 5 ~ 25 1: 5 

4 5 15 - _- 5 100 1:20 

5 4 10 5 5 25 1: 6,2 

6 3 10 5 5 25 1: 83 

4 2 10 5 5 . 25 1: 12,5 

8 1 10 5 5 25 1:25 





Versuch | der Tabelle I wurde genau nach der Methode von Thann- 
hauser, Versuch 2 nach Flatow ausgefiihrt. Die Abweichung der letzteren 
betrigt —4°,. Im Versuch 3 wurde mit Wolframat und Schwefelsaure, 
bei der Verdiinnung | : 5, enteiweiBt. Die Titration mit Ferricyankalium 
ergab eine Abweichung von + 4°, des Harnsiurewertes nach Thann- 
hauser. Versuch 4 gibt die EnteiweiBung mit Uranylacetat, wobei das 
Serum im Verhaltnis 1 : 20 verdiinnt wurde. Die weitere Bestimmung, 
die nach Thannhauser auf kolorimetrischem Wege vorgenommen wurde, 
ergab wieder den Wert 5,0 mg-°,. Als Ergebnis dieser vier Versuche 
laBt sich sagen, daB die kolorimetrische Methode, die bei der Ent- 
eiweiBung die Verdiinnung | : 20 erfordert, auch bei verschiedenartiger 
EnteiweiBung (Wolframat bzw. Uranylacetat) denselben Wert ergibt. 
Dagegen weichen die Ergebnisse, die bei der Titration erhalten wurden, 
sowohl von jenem Wert, als auch voneinander ab. Die Versuche 5 bis 8 
sollten den Nachweis erbringen, ob die EnteiweiBung mit Wolframat 
bei wechselnden Verdiinnungen, von | : 6,2 bis 1 : 25, richtige Ergebnisse 
zeigen wiirde, wenn fiir die Harnsaéurebestimmung selbst die Titration 
verwandt wiirde. ‘Tatsichlich zeigen die Ergebnisse so groBbe Ab- 
weichungen von den in den Versuchen | und 2 erhaltenen Werten, daB 
der SchluB gezogen werden mu8B, daB die EnteiweiBung mit Wolframat 
fiir die Titrationsmethode nicht brauchbar ist. 


2. Parallelbestimmungen nach den Methoden von Thannhauser, Flatow, Folin, 
Folin und Svedberg, sowie Benedict. 

Ohne weiter auf die Frage der EnteiweiBung einzugehen, wurde 
eine Versuchsreihe so angestellt, daB zunichst die Harnsiéurewerte, 
die sich nach den fiinf Methoden in gleichen Seren ergaben, miteinander 
verglichen wurden. (Tabelle II gibt die Resultate wieder.) Die Aus- 
fiihrung der Versuche wurde auch in bezug auf die EnteiweiBung genau 
nach den Angaben der einzelnen Autoren vorgenommen (s. oben). 
Allerdings wurde bei den Bestimmungen nach Folin nicht Gesamtblut, 
sondern ausschlieBlich Serum verwandt. 
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Tabe lle i. 





Folin und 


Xr. Thannhauser Folin Svedberg Flatow Benedict 
mg- mg- mg- mng-‘ mg- 
1 4,0 4.6 
2 5,0 5.0 
3 3.6 4.4 5.8 8.7 5.3 (trib) 
4 3,7 4.5 4,7 4,0 4.6 
5 4.0 48 4,7 3,7 
6 5,5 5,2 3.8 
7 4,5 4.5 2,7 
8 6.6 5,2 
+] 5.7 5.0 


Die nach der Methode von Benedict gefundenen Werte scheiden fiir 
weitere Betrachtung ganz aus, da ein zuverlassiges Kolorimetrieren durch 
leichte Triibung, die sich auch durch Filtrieren nicht entfernen lieB, nicht 
moglich war. 

Die Ergebnisse nach Thannhauser und Folin weichen in den fiinf 
angefiihrten Fallen im Mittel um 0,42 mg-°,, (gréBte Abweichung: 


0,8; niedrigste Abweichung — 0,3), d.h. rund 10% des Wertes, 
voneinander ab. Die Werte nach Folin und Svedberg weichen von denen 
nach T'hannhauser im Mittel um 0,5 mg-®,, (+ 2,2: 1,8) ab (12% 
des Wertes). Die sieben untersuchten Falle nach Thannhauser und 


nach Flatow, zeigen die mittlere Abweichung von 0,2 mg-°,, (+ 0,6 

1,4); das sind rund 5°%, des Wertes. Wahrend diese beiden Methoden 
die verhaltnismaBig beste Ubereinstimmung zeigen, gibt die Mikro- 
methode die gréBten Abweichungen, kann also fiir die weitere Unter- 


suchung wegfallen. 


3. Bestimmung des Harnsduregehalts nach Vladescu. 


R. Vladescu (9) bestimmt die Harnsaure, indem er die mit Phosphor- 
wolframsaéure entstehende Blaufirbung mit Chlorwasser bis zur Ent- 
firbung titriert. Eine direkte Einstellung des Chlorwassers, die wegen 
dessen Unbestaindigkeit zwecklos ware, vermeidet er. Statt dessen 
wird die jeweilige Wirksamkeit desselben in einem Zusatzversuch fest- 
gestellt. Genauere Dosierung der Reagenzien, die zur Enteiweibung 
gebraucht werden, findet sich in seiner Arbeit nicht. Ebensowenig 
sind darin Angaben iiber die Herstellung des Harnsiurereagens, sowie 
der fiir den Zusatz benétigten Harnsadurelésung enthalten. Wir ver- 
suchten daher die Bestimmung auszufiihren, indem wir in verschiedenen 
Proben eines Serums (es handelte sich um Nr. 5 der Tabelle 11) sowohl 
verschiedene EnteiweiBungen (mit wechselnden Verdiinnungen) als auch 
verschiedene Harnsaurereagenzien (nach Folin und Denis, Benedict und 
nach Morris) zur Anwendung brachten. Tabelle II] zeigt die Er- 


gebnisse. 
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Tabelle III. 





Enteiweifbung Harns&urereagens Harns&ure 
nach nach mg- 
Thannhauser .. . Folin und Denis 0,77 
Rg ES ee a - 0,51 
a ee 9 0,70 
Thannhauser ... Benedict 0,63 
Folin oe ms 0,66 
OS ae " 0,41 
Thannhauser .. . Morris 1,0 


Die erhaltenen Werte liegen alle so weit unter den nach den Methoden 
von Thannhauser bzw. Folin erhaltenen, daB ein Vergleich damit tber- 
haupt nicht méglich ist. Zu bemerken ist noch, daB der Farbumschlag 
(blau in farblos) nur mit einiger Miihe zu erkennen ist. Bei einem 
weiteren Versuch gab diese Methode einen Wert, der etwa 10°, der 
nach den anderen Methoden erhaltenen Werte betrug. 


4. Veraleich der nach den Methoden von Thannhauser, Folin und Flatow 
erhaltenen Absolutwerte mit Hilfe von Zusatzversuchen. 


Nachdem im 2. Abschnitt unserer Arbeit die nach den drei obigen 
Methoden erhaltenen Werte in ihren relativen Beziehungen untersucht 
waren, mute in weiteren Versuchen festgestellt werden, inwieweit auch 
absolute Harnséuremengen durch dieselben zu bestimmen sind. 

Die Ausfiihrung dieser Versuche gestaltete sich so, da8B zu gleichen 
Mengen eines menschlichen Serums, dessen Harnséuregehalt nach den in 
Frage kommenden Methoden bestimmt war, erst 3 mg-°,, Harnsdure (auf 
100 cem Serum berechnet), dann 6 mg-°,, zugesetzt wurden. Es wurde die 
Harnsaéurestandardlésung nach Folin verwandt. Tabelle IV zeigt die aut 
100 cem Serum bezogenen Ergebnisse. 


Tabelle IV. 





Vom Zusatz 3 mg‘ Vom Zusatz 
Methode me gefunden 6 mg gefunden 
mg ¢ mg 0 
Thannhauser 2.1 3,0 100 53 88 
Folin , po 3,0 2,7 90 3,7 62 
Flatow. . 2.6 1,1 37 1.8 31 
Morris. . 1,6 2.0 33 


Die letzte Horizontalspalte der Tabelle [V enthalt die Werte, die 
nach der Methode von Morris (3) erhalten wurden. Wahrend der 
Absolutwert der Harnséure im Serum betrachtlich unter dem nach 
den anderen Methoden erhaltenen liegt, wurden vom Zusatz von 6 mg-°,, 
33°, wiedergefunden. 
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Aus Tabelle IV geht hervor, daB die Thannhausersche Methode 


vom ersten Zusatz 100°... vom zweiten Zusatz 88°. wiedergibt, wahrend 


o Oo 
die beiden anderen Methoden weit ungenauer sind. 

Da nun auch hier die Méglichkeit nahe lag, daB die erhaltenen 
groBen Differenzen auf die verschiedenen EnteiweiBungsmethoden zu- 
riickzufiihren seien, muBte deren EinfluB auch im Zusatzversuch unter- 
sucht werden. 


a) EnteiweiBung mit Uranylacetat. 


Zu drei verschiedenen Proben eines Serums (je 15 ccm), dessen Harn 
siuregehalt nach den in Betracht kommenden Methoden bestimmt war, 
wurden 0,3 cem (2 mg-°,,), 0,6 cem (4 mg-°,,) und 0,9 cem Standardlésung 
(6 mg-°,) hinzugefiigt. In jeder von diesen Proben wurde der Harnsaéure 
gehalt nach den drei Methoden bestimmt. Die drei Proben wurden mit 
Uranylacetat enteiweiBt. 20ccem des EnteiweiBungsfiltrats wurden fii 
die Bestimmung nach Thannhauser auf 80 cem, 2,5 cem desselben fiir die 
Bestimmung nach Folin auf 5ccem verdiinnt, so daB die Konzentrationen 
denen der Originalmethoden entsprachen. (Tabelle V.) 


b) EnteiweiBung nach Folin. 


Die gleichen Zusétze von 2.4 und 6mg Harnséure wurden bei 
einem zweiten Serum gemacht, dessen Harnsaéuregehalt ebenfalls vorher 
nach den drei Methoden bestimmt war. Die EnteiweiSung wurde in einzelnen 
Proben von je 10 cem Serum vorgenommen, indem 80 ccm der Natrium- 


1 


wolframatlésung (nach Folin) und 10 cem !/.n Schwefglsaure hinzugefiigt 


wurden. Fiir die Harnséurebestimmung nach Thannhauser wurden vom 
Filtrat 40 ccm auf 80 cem verdiinnt, fiir die Folinsche Bestimmung wurden 
direkt 5cem, fiir die Titration 3 cem des Filtrats benutzt. (Tabelle V.) 


c) EnteiweiBung nach Thannhauser. 


Vom gleichen Serum wurden zu drei Proben Zusatze von 1,2 und 4 mg 
gemacht. Die Proben wurden nach Thannhauser enteiweiBt, so daB die 
Serumverdiinnung 1: 20 betrug. Fiir die Bestimmung nach Thannhauser 
wurden 80 ccm, fiir die nach Folin 5 ccm, fiir die nach Flatow 3 ccm des 
Filtrats ohne weitere Verdiinnung. verwandt. Tabelle V gibt die auf 
100 ecem berechneten Ergebnisse wieder. 

Aus Tabelle V geht hervor, daB die zugesetzte Harnsaéure nur in 
den Fallen quantitativ wiedergefunden wurde, wo die EnteiweiBung 
nach Folin, die Bestimmung nach Thannhauser vorgenommen wurde 
Betrachtet man die nach den drei EnteiweiBungsmethoden durch 
schnittlich wiedergefundenen Prozente vom Zusatz (die Ergebnisse der 
letzten Horizontalreihe werden hierbei nicht beriicksichtigt ; die groBen 
erhaltenen Fehler erklaren sich zwanglos aus den geringen verbrauchten 
Titrationsmengen, die infolge der groben Serumverdiinnung (1 : 20) mit 
groBen Zahlen zu multiplizieren waren), so ergeben sich folgende Mittel- 
werte: Die EnteiweiBung mit Uranylacetat gab 52,6°, vom Zusatz 
wieder (Durchschnitt aus den neun Versuchen des ersten Serums), die 
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Tabelle V. 





Zusatz Zusatz Zusatz Zusatz 
ee 1 mg-° 2 mg-°/; 4mg-" 6 mg-' 
Serum ’ ‘ Methode saane davon davon davon davon 
Enteiweibung nach gefunden gefunden gefunden gefunden 
Nr mg- mg 0 mg ( mg ‘ mg 
Thann- - ‘i “ee : 
o4 TT 4)! ? 58 2 66.2 3.8 64,0 
bent Uranyl-  hauser / i,t 3 2,7 66, 4, 
1 | acetat Folin 4.0 0,7 $5 12,1; 52.5)|2,7 45.0 
1 Flatow 4.6 08 45 2,0 50,0 3.8 64,0 
9 Thann- - ‘ _ 
yA 14.5 20 100 40109 6.0 100 
wash Bel hauser 
ac oll , ‘ _~ - ~ ‘ ~ 
2 — a Folin 12,0 1.3 65 21 52.5 3.0 ov 
2 Flatow 9,1 2.0; 100 3,1) 77,5 4,9, 81,7 
2 ae Thann- | 145 06 60/138) 65123) 56 
nach Thann- hauser 
2 | hauser Folin 12,0 08 80 1.5 75 | 3,1) 743 
2 Flatow 9,1 7,0 700!.7,9 395! 7,9 198! 


EnteiweiBung nach Folin reproduzierte 80,6°,, vom Zusatz (Durch- 
schnitt aus den neun Versuchen der vierten bis sechsten Horizontal- 
reihe), die EnteiweiBung nach Thannhauser gibt 68°, vom Zusatz 
wieder. (Durchschnitt aus den sechs Versuchen der siebten und achten 
Horizontalreihe der Tabelle V.) Fiir die quantitative Bestimmbarkeit 
gibt also die EnteiweiBung nach Folin die héchste Wahrscheinlichkeit. 

Betrachtet man die Prozentsitze der Harnsaure, die nach den 
einzelnen Methoden im Durchschnitt wiedergefunden wurden, so zeigt 
sich, daB die Methode nach Thannhauser 74°,, (Durchschnitt aus den 
Versuchen der ersten, vierten und siebten Reihe), die nach Folin 59°, 
(zweite, fiinfte und achte Reihe), die nach Flatow 70°, (dritte und 
sechste Reihe) der Zusatze wiedergibt, da also die Methoden nach 
Thannhauser und Flatow Anspruch auf relativ gréBte Genauigkeit er- 
heben kénnen. 

Als Kontrolle wurden in zwei verschiedenen Seren Zusatzversuche in 
folgender Weise gemacht: Zu je fiinf Proben von 5 cem wurden Harnsaure- 
zusétze von | bis 5mg (auf 100 cem Serum berechnet) hinzugefiigt. Die 
EnteiweiBung wurde nach Folin, die Kolorimetrie nach Thannhauser vor- 


Tabelle VI. 





Zusatz Zusatz Zusatz Zusatz Zusatz 
= F 1 mg-° 2 mg-° 3 mg- 4 mg- 5 mg-° 
= Entei- Harn- 
= weifung Methode sure davon davon davon davon davon 
L nach nach gefunden gefunden gefunden gefunden gefunden 
mg-°® mg mg mg ng ‘ mg 


1 Folin Thann- 7,6 1,2 120 }1,9 95 32 106 42 105 590 100 
hauser 


2 - “ 27 09 90°20 100,30 100 39 98 48 96 
3 Thann- = 2.8 0,8 80 1,7 85 | 2.8 93 3,8 95 4,7 94 


hauser 
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genommen. (Da das EnteiweiBungsfiltrat nicht ganz 40 cem betrug, wurden 
zur Kolorimetrie nur 35cem verwandt, so dal der Umrechnungsfaktor 
nicht 25, sondern 28.6 betrug.) In einem dritten Serum wurde die Ent 
eiweiBung und Bestimmung der Harnsaéure nach Thannhauser vorgenommen. 


Tabelle VI gibt die Resultate wieder. 

Das Durchschnittsergebnis aus Serum Nr. 1 und 2 betragt 101°,, 
das aus Serum Nr. 3 nur 89,4°,. Es bestatigt sich demnach der oben 
gezogene SchluB, daB die Kolorimetrie der Harnséure nach der Methode 
von Thannhauser bei nach Folin vollzogener EnteiweiBung  bessere 
Ergebnisse zeigt als beider von Thannhauser angegebenen Enteiweibung 

Die Ergebnisse der Tabelle IV zeigten, daB die EiweiBfallung mit 
Uranylacetat die schlechtesten Werte ergab. Es lag nun um so naher, 
diese EnteiweiBung zu modifizieren, als dafiir die Methodik von 
Harpuder (4) ausgearbeitet war. 

Gleichen Proben eines Rinderserums, dessen Harnsiuregehalt nur 


Spuren betrug, wurden Mengen von je 2, 4, 6 und 8 mg- Harnsaéure zu 


gefiigt. Die Analysen wurden a) nach Thannhauser, b) nach Thannhauser 
mit der EnteiweiBung nach Folin, ¢) nach Flatow (EnteiweiBung nach 
Harpuder) und d) nach Flatow (Original) ausgefiihrt. (Tabelle VII. Hori 
zontalspalten 1 bis 4.) 3e1 der Enteiweibung nach Harpuder wurde zu 
Beschrankung der Adsorption Aceton verwandt. Die Titration mit der 
Blaulésung gestaltete sich dabei etwas unsicher, da das Auftreten von 
gelbgriiner Farbe den Endpunkt derselben nur schwer erkennen lie. 

Tabelle VII, Spalten 5 und 6, enthalten die Ergebnisse, die in analogem 
Versuch in einem menschlicheh Serum gefunden wurden. 


Die Durchschnittswerte aus allen sechs Zusatzversuchen zeigen 
daB der Wert der wiederbestimmbaren Harnsaéure bei der Enteiweibung 
nach Harpuder 74°%, 
vorschrift von Flatow erhaltenen von durchschnittlich 47°,, liegt, det 


betragt, demnach weit tiher dem bei der Original- 


) 


im Verhaltnis zu der geringen Zahl der Untersuchungen gut mit dem 
aus Tabelle V berechneten Durchschnitt von 53°, tibereinstimmt 
(Auch die bei Ausfiihrung der Thannhauserschen Methode beim Rinder 
serum erhaltenen Prozentzahlen erginzen gut die aus: Tabelle VI be- 


rechneten Ergebnisse; bei der EnteiweiBung nach Thannhauser wurden 


Tabelle VII. 





Zusatz Zusatz Zusatz Zus 
: Harn- 2meg . 4mg-' 6me 8 mg 
serum EnteiweiBung | Methods siure davon davon dayvor lavol 
nach nach gefunden gefunden gefunden gefunder 
Nr mg- mg mg my mg 
1 Thannhauser Thann- Spuren 2,9 + 4,7 90 67 95 82 88 
hause r 
1 Folin Derselbe 29 4 50 105 6.6 93 8.2 SS 
l Harpuder Flatow 2.6 ? 48 110 63) 93 676 83 
1 Flatow . 7: 2,7 ? 3,2; 2515.5; 70 |6,7)\ 66 
2 Harpud r 2 4.6 55 45 68 55D 8.2 60 
2 Flatow 47 54 35 64 48 7,3) 43 
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95°,, der Zusatze, bei der nach Folin dagegen 95°, derselben wieder- 
gefunden.) 

In einer Serie von acht verschiedenen Seren (teils mit willkiirlichen 
Harnsadurezusatzen) wurde die Harnséure nach Flatow titriert. Die 
Enteiweibung wurde sowohl nach Flatow, wie auch nach Harpuder 
vorgenommen, letztere jetzt mit Zusatz von Amylalkohol. Bei der 
Titration waren nun keinerlei Schwierigkeiten zu beobachten. Ein 
Vergleich der Ergebnisse (Tabelle VIII) zeigt, daB simtliche Seren, die 
nach Harpuder enteiweiBt waren, héhere Zahlenwerte ergaben als die 
nach der Originalvorschrift von Flatow enteiweibten. 


Tabelle VIII. 





~~ merums 


Methode Serum! Serum 2! Serum3 Serum4 | Serum5 Serum 6) Serum 7 


mg- 
Flatow 
Original 4.6 4.4 5,6 6.8 8,7 9.3 4.4 8,0 
Flatow, ent- 
eiweibt nach 
Harpuder 5,0 4.8 6,1 8,1 9,0 9,0! 4.6 8,4 


Eine Ausnahme davon macht nur Serum 6. Dies erklart sich daraus, 
daB bei diesen hohen Harnsaéuregehalten und bei Vorlage der von Flatow 
angegebenen Menge von 0,6 ccm Ferricyankalilésung beim Zuriicktitrieren 
nur 0,3 bis 0,4 eem Blaulésung verbraucht werden, daB also kleine Titrations- 
fehler den zu errechnenden Harnséurewert stark beeinflussen. 

Im folgenden Versuch (Tabelle IX), der wieder als Zusatzversuch 
ausgefiihrt wurde, wurde dieser Fehler durch Vorlage von 1,0 ccm 
Ferricyankalium vermieden. 

Im Durchschnitt liegen die Werte der Reihe 1 in Tabelle VIIT um 
10°, niedriger als die der Reihe 2. 

Dem Serum der Tabelle IX, dessen Harnséurewerte wie beim Rinder- 
serum aus Tabelle VII in vier verschiedenen Arten bestimmt wurden, 
wurden Zusaétze von 4 und 6 mg-°,, Harnsaéure zugefiigt. Bei der Titration 
nach Flatow wurden jetzt, wo 1,0ccem Ferricyankali vorgelegt war, bei 
dem hohen Absolutwert von 11,4°,, Harnséure 91°, vom Zusatz wieder- 
gefunden. Es diirfte sich demnach empfehlen, bei Erwartung hoher Harn- 
saurewerte (iiber 8 mg-°.), zur Steigerung der Genauigkeit der Titration 
allgemein 1,0 ecm Ferricyankali zuzusetzen. 


Tabelle IX. 





" en re Zusatz Davon Zusatz Davon 
panoenng are Hernstar 4 mg-°/, gefunden 6 mg- gefunden 
nach rach 
mg- mg 0 mg 
Thannhauser | Thannhauser 5,4 8,2 70 10,0 77 
. Folin 5,4 8.6 80 11,1 95 
Flatow Flatow 5,1 7,9 70 10,6 91 
. Harpuder 5,5 9,0 88 11,4 91 
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EnteiweiBung mit Trichloressigsiure, 

In der nachsten Versuchsreihe wurde die Enteiweibung mit Tri- 
chloressigséure in der Weise ausgefiihrt, wie sie Pincussen (14) zu 
Bestimmung des Reststickstoffs im Blutserum angibt. Da bei diese 
Methode die Verdiinnung des Serums 1: 10 ist, erschien uns als Ver- 
gleichsmethode die EnteiweiBung nach Folin angebracht, die dieselbe 
Verdiinnung aufweist. Zur Bestimmung selbst wurde in beiden Fallen 
die Kolorimetrie nach Thannhauser verwandt (Tabelle X) 


Tabelle X. 





Ent- Harn ss mae vom - am 
eiweifung sure ne 0 funde © mg- ‘nden | U8 ound les 
she Zusatz unden Zusatz funden Zusatz funder der Za 
mg-" 9 . 
Pine “ussen 3.0 5.4 80 ce 70 5,5 64 71 
Folin 3 63 100 8.3 83 11,3 89 91 


Die Durchschnittszahlen der letzten Vertikalspalte der Tabelle X 
zeigea deutlich, daB auch die EnteiweiBung mit Trichloressigséure bei 
weitem nicht die Genauigkeit der von Folin erreicht. Ein letztes Serum 
wurde nach Thannhauser, Folin und Pincussen enteiweiBbt, die Harn- 
siurebestimmung in den Filtraten nach Thannhauser, in einer vierten 
Probe nach Flatow (enteiweiBt nach Harpuder) ausgefiihrt Wieder 
war der Wert, der bei der EnteiweiBung mit Trichloressigsdure erhalten 
wurde, am niedrigsten (Tabelle XJ). 


Tabelle XI, 





Harns&ure 


Enteiweifung nach Methode nach 
me 
Thannhauser Thannhauser 42 
Folin 43 
Pinecussen " 3.8! 
Harpuder Flatow 4.1 


Besprechung der Ergebnisse. 


Ein Uberblick iiber die Ergebnisse zeigt, da®B die Harnsiure- 
bestimmungen nach den Methoden von Folin, Thannhauser und Flatow 
die relativ beste Ubereinstimmung zeigen Wahrend die nach den 
Methoden von Thannhauser und Flatow ermittelten Ergebnisse im 


0 
Oo 


Mittel nur um etwa 5 voneinander abweichen, betragen die Untet 
schiede zwischen den nach Thannhauser bzw. Folin ermittelten Werten 
» (Tabelle IT). 

Bei den Zusatzversuchen (Tabelle V) zeigte sich, daB im Mittel 


bei Thannhauser 74°, bei Flatow 70°., bei Folin 59°, der Zusitze 


etwa 15° 
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wieder bestimmbar waren. Da die Oxydation der Harnsaiure mit Ferri- 
cyankalium in alkalischer Lésung ein st6échiometrisch zu Ende laufender 
Vorgang ist, kann aus der guten Ubereinstimmung der Werte nach 
Flatow und nach Thannhauser auch fiir letztere auf absolute quantitative 
Richtigkeit innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung geschlossen 
werden, wenn es sich auch bei der Reduktion des Harnsaurereagens 
um Gleichgewichtsvorginge handelt. Dies kann einer der Griinde fiir 
das Abweichen der Ergebnisse nach Folin sein. 


Da die EnteiweiBung nach Folin durchschnittlich 80,6°,, die nach 
Thannhauser 68°, der Zusitze wiederzufinden gestattete, empfiehlt es 
sich bei Austithrung der Bestimmung nach T'hannhauser, dab man die 
EnteiweiBung nach den Angaben Folins vornimmt. Da hierbei die 
Verdiinnung des Serums 1: 10 ist, ist zur Kolorimetrie (nach T'hann- 
hauser) eine Verdiinnung des EnteiweiBungsfiltrats im Verhaltnis 1: ] 
erforderlich. Zu beachten ist ferner, daB man beim Arbeiten mit 5 ccm 
Serum nur héchstens 38 ccm Enteiweibungsfiltrat (von 50 ccm) erhalt, 
so daB bei der Kolorimetrie das Serum eine etwas gréBere Verdiinnung 
(bei Verwendung von 35ccm Filtrat: 1: 28,6) als bei Thannhauser, 
wo sie 1 : 25 ist, aufweist. Bei der Berechnung ist dies zu beriicksichtigen. 


Die nach den Originalangaben von Flatow ermittelten Zusatz- 
prozente lagen im Durchschnitt bei 50°,. Nahm man die EnteiweiBung 
nach Harpuder vor, so ergab sich der Wert 74°, bei Verwendung von 
Aceton. Wurde Amylalkohol verwandt, so wurden 90°, der zugesetzten 
Harnsiure wiedergefunden. Die auf diese Weise erhaltenen Werte 
liegen unter den nach Thannhauser erhaltenen, geben aber fiir klinisch- 
diagnostische Zwecke eine hinreichende Genauigkeit. 


Zusammenfassung. 


1. Parallelbestimmungen der Harnsiure im Blutserum nach: 
Thannhauser, Folin, Folin und Svedberg, Benedict, Morris, Vladescu 
und Flatow ergeben relativ gréBte Ubereinstimmung nur bei den 
Methoden von Thannhauser, Folin und Flatow. 

2. Zusatzversuche ergeben, daB die EnteiweiBung nach Folin 
durchschnittlich 80,6°, 
acetat nur 53°, der zugesetzten Harnsaiuremengen wiederzufinden ge- 
statten. 


die nach Thannhauser 68° und die mit Uranyl- 


3. Fiihrt man die EnteiweiBung des Serums nach Folin, die Kolori- 
metrie nach T'hannhauser aus, so findet man im Durchschnitt aus 
zehn Zusatzversuchen 101°, vom Zusatz wieder. Nach der Thannhauser- 
schen Originalvorschrift bestimmt, ergeben fiinf Zusatzversuche eine 
mittlere Ausbeute von 89,4°,, der zugesetzten Harnsaure. 

















Blutserum. 
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4. Die Titrationsmethode nach Flatow gibt bedeutend niedrigere 
Werte als die Methoden von Thannhauser und Folin. Der Grund wird 
aus der EnteiweiBungsart wahrscheinlich gemacht. 

5. Andert man die EnteiweiBung mit Uranylacetat in der von 
Harpuder angegebenen Weise, so sind bei Verwendung von Aceton, 
als Durchschnitt von sechs Zusatzversuchen, 74°, des Zusatzes (nach 
der Originalvorschrift Flatows 47°.) bei Verwendung von Amylalkohol 
als Durchschnitt von zwei Versuchen 90°, des Zusatzes wieder be 
stimmbar. Im Mittel lagen bei sieben Versuchen die nach der letzteren 
Modifikation ermittelten Werte um 10°), héher, als die nach Flatow 
(Originalmethode) bestimmten 


6. EnteiweiBung mit Trichloressigsiure ergibt niedrigere Werte 





als die Folinsche Enteiweibung. 

7. Zur Bestimmung der Harnsaéure im Serum wird die Methode 
von Thannhauser emptfohlen, mit der Anderung, daB die EnteiweiBung 
nach Folin vorgenommen wird. Nicht ganz erreicht wird die Genauigkeit 
dieser Modifikation durch die Titrationsmethode nach Flatow, bei det 
zur Verbesserung der Werte die EnteiweiBung nach Harpuder vor- 


zunehmen ist. 
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Uber Glutathion als Aktivator der fermentativen 
Stirkeverzuckerung’. 


Von 
il. Pringsheim, Helena Borchardt und H. Hupfer. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin). 
(Eingegangen am 27. Juli 1931). 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Jahre 1923 wurde in der mit Toluol verfliissigten Hefe ein 
Aktivator aufgefunden, den wir als ,,Komplement der Amylasen* 
bezeichneten*. Dieser Aktivator wirkt sowohl bei Malz- wie auch bei 
Pankreas- und Speichelamylase, und zwar derart, daB die Amylolyse 
durch den Zusatz des Komplements beschleunigt und die beim Grenz- 
abbau einsetzende Hemmung behoben wird. — Spater wurde gefunden®, 
da sich die Wirkung des Hefekomplements durch eine vorangehende 
Pepsinverdauung der autolysierten Hefe steigern liBt, und dab es 
sich um einen kochbestandigen K6rper handelt. Als weiterer Fort- 
schritt kann die Ersatzméglichkeit des Hefeautolysats durch enzymatisch 
.abgebaute EiweiBstoffe bezeichnet werden; am wirksamsten erwies 
sich eine kombinierte Pepsin- und Trypsinverdauung z. B. von Eier- 
albumin *. 

In der autolysierten Hefe ist nun das Glutathion enthalten, das 
wir wegen seiner biologischen Bedeutung als Aktivator der Starke- 
verzuckerung priiften. Zur Gewinnung des Glutathions erhielten 
wir von Herrn FE. Waldschmidt-Leitz eine Probe als Impfkristall, mit 
der unser Material im Mischschmelzpunkt tibereinstimmte. Als Ferment 
kam wieder die nach Willstdtter aus der geharteten Driise gewonnene 
lipase-, trypsin- und maltase-freie Pankreasamylase zur Verwendung. 

' VIII. Mitteilung iiber ,,.Das Komplement der Amylasen“. 

* Ber. 56, 1762, 1923. 

3 Diese Zeitschr. 142, 108, 1923; 148, 337, 1924; 173, 399, 1926; 177, 
406, 1926. 

* Ebenda 197, 143, 1928; 2038, 88, 1928. 
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Ebenso war das zum Vergleich herangezogene Hefekomplement vollig 
frei von Maltase. Bei der Priifung der Komplementwirkung gegen 
verschiedene Pankreas-Amylaseeinheiten mit Hefekomplement und 
10000 Mol Glutathion kamen wir zu Ergebnissen, von denen zwei 
in nachstehender Kurventafel wiedergegeben werden. Die Aktivierung 


etwa 


durch Hefekomplement und Glutathion war etwa gleich stark, und 
zwar starker bei kleiner als bei verzehnfachter Amylaseeinheit. Die 
Versuche wurden mit folgendem Ansatz ausgefiihrt: 50ccm 1° ,ige 
Stirkelésung, 20ccm Phosphatpuffer pa = 6,9, l0ccm Ferment- 
lésung und 2cem Wasser bzw. 3,4 mg Glutathion in 4ccem Wasser. 
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Abb. 1. 
10A.-E, ———< Stiirke ohne Zusatz ——— Mit Hefekomplement. —-=—-=— Mit Glutathion. 
0,1 A.-E. Stirke ohne Zusatz. Mit Hefekomplement. -—-+- Mit Glutathion. 


Weiterhin entspricht mit 0,1 Amylaseeinheiten die Wirkung 
des oxydierten Glutathions dem des in reduzierter Form eingebrachten, 
wobei jedoch selbst unter einer dicken Xylolschicht schon in 5 Stunden 
wahrend der Amylolyse und ohne sie die Farbenreaktion auf reduziertes 
Glutathion mit Nitroprussidnatrium verschwunden war. Ein Beweis, 
da reduziertes Glutathion wirksam ist, wurde daher noch nicht er- 
bracht. Ebenso liegen die Verhaltnisse beim Cystein, es wirkt in der- 
selben Gré8enordnung wie Glutathion; das Cystin war fiir die Priifung 
zu unléslich; oxydiertes Cystein, das in Lésung gehalten wurde, akti- 
vierte wie Cystein. Analoge Ergebnisse erzielten wir auch mit der 
Malzamylase. 

Wir sind mit Versuchen zur Charakterisierung und Abtrennung 
des den natiirlichen Amylasen beigemengten Aktivators beschaftigt. 
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